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Uno de los principales objetivos de la mejora genética de las plantas oleaginosas es el aumento del 
contenido y de la calidad del aceite de sus semillas. La calidad de los aceites vegetales se puede evaluar 
con referencia tanto a sus propiedades nutricionales como a sus propiedades funcionales, y no existe una 
calidad óptima de un aceite ya que esta depende de su uso específico.  Los principales parámetros que 
determinan dichas propiedades son la composición de ácidos grasos y la presencia de componentes 
minoritarios como tocoferoles y fitoesteroles.  
De acuerdo con lo mencionado, la mejora genética de las plantas oleaginosas se basa en la 
modificación de la composición del aceite en dichos componentes y requiere la evaluación de la variación 
existente en colecciones de germoplasma de las distintas especies y de la obtenida por mutagénesis, así 
como de la evaluación de poblaciones segregantes en los programas de mejora. Esto supone el análisis de 
un número elevado de muestras de las que se dispone una cantidad muy pequeña. Un requisito 
indispensable para esta evaluación, es el desarrollo de métodos rápidos, fiables y no destructivos.  
El objetivo principal de esta tesis ha sido el desarrollo y puesta a punto de nuevos métodos de 
análisis aplicables a componentes de calidad del aceite en distintas  semillas oleaginosas. En particular: 
1.- En esta tesis se ha desarrollado y validado un método para el análisis de  fitoesteroles  en muestras 
pequeñas de semillas de girasol, lo cual es óptimo para estudios genéticos y mejora genética en los que la 
extracción de aceite no es factible. Los resultados han revelado gran variación de contenido en 
fitoesteroles en semillas de girasol, con un rango de variación desde 1426,0 hasta 4710,0 mg / kg de 
semilla y 2.855,2 a 9.752,0 mg/kg aceite. 
2.- Se ha puesto a punto un método basado en la técnica de NIRS y análisis discriminante lineal para la 
discriminación entre semillas con alto contenido en oleico de semillas con alto contenido en ricinoleico. 
Dicha discriminación se basa principalmente en las regiones espectrales alrededor de 1400 y 1914 nm, 
principalmente asociadas con la absorbancia del grupo OH presente en el ácido ricinoleico. 
3.- Asimismo, se ha demostrado que la técnica NIRS puede ser utilizada con precisión para el análisis de 
contenido de aceite y la concentración de los  ácidos oleico y linoleico en muestras de harina de 
almendras. El análisis de estos componentes, se basa principalmente en la región espectral de 2240 a 2380 
nm.  
4.- Finalmente, la investigación llevada a cabo en esta tesis ha revelado un nuevo aceite de cártamo con 
alto contenido en ácido oleico y  γ-tocoferol con mayor estabilidad oxidativa que el aceite alto oleico 
convencional, con alto contenido en α-tocoferol, y, en consecuencia, es adecuado para aplicaciones tales 






1.- Objetivo general y contenido de la tesis 
 
El objetivo general de esta tesis es el desarrollo y puesta a punto de nuevos 
métodos de análisis aplicables a componentes de calidad del aceite en semillas 
oleaginosas como contenido y perfil de fitoesteroles, la utilización de espectroscopía 
infrarroja cercana NIRS (Near Infrared Spectroscopy) para composición en ácidos 
grasos y la caracterización de un nuevo aceite de cártamo con perfil de tocoferoles 
modificados. Los métodos se han aplicado para cuatro especies: girasol, cártamo, 
ricino y almendro. Además, se describen los componentes de calidad del aceite, la 
importancia económica de las especies utilizadas y las técnicas de análisis utilizadas 
para su evaluación. 
 




Uno de los principales objetivos de la mejora genética de las plantas oleaginosas 
se basa en el contenido y calidad del aceite (Velasco y Fernández-Martínez, 2002). El 
contenido de aceite de las semillas oleaginosas depende parcialmente de la proporción 
relativa entre los tejidos del embrión y la cáscara de la semilla (Knowles, 1989; Miller y 
Fick, 1997; Fernández–Martínez et al., 2009). La calidad de los aceites vegetales se 
refiere a las propiedades nutricionales y funcionales del aceite (Fernández-Martínez et 
al., 2004). No existe una calidad óptima de un aceite ya que esta depende de su uso 
específico (Velasco y Fernández-Martínez, 2002). Los principales parámetros que 
determinan la calidad de su aceite son la composición de ácidos grasos y la presencia de 
componentes minoritarios como tocoferoles y fitoesteroles (Velasco y Fernández-
Martínez, 2002; Fernández-Martínez et al., 2006). De acuerdo con lo mencionado, 
dependiendo de las aplicaciones del aceite de una especie, la mejora de calidad de su 
aceite se basa en la modificación de la composición de dichos componentes que 










2.2.1-Definición y estructura 
 
 Los ácidos grasos son largas cadenas hidrocarbonatadas con un número par de 
átomos de carbono y con un grupo carboxilo terminal. La mayoría se encuentran 
formando parte de los triacilgliceroles (Voet et al., 2007). Los triacilgliceroles son 
moléculas de glicerol cuyos tres grupos hidroxilo se hallan esterificados con ácidos 
grasos y se identifican según la ubicación de los mismos (Figura 1). 
                           
 
 
Los ácidos grasos presentan un comportamiento anfipático. Poseen una zona 
lipófila correspondiente a la cadena hidrocarbonatada y una zona hidrófila que es el 
grupo terminal carboxilo (Müller-Esterl, 2008). Entre varios ácidos grasos saturados, se 
establecen fuerzas de Van der Waals y enlaces de puente de hidrógeno (Petruci et al., 
2011). Dependiendo del número de enlaces, los ácidos grasos se clasifican en saturados, 
si no presentan dobles enlaces, monoinsaturados, si poseen uno sólo y poliinsaturados si 
poseen varios. El punto de fusión aumenta a medida que se incrementa el número de 
carbonos ya que hace falta más calor para vencer las fuerzas de Van der Waals. A 
medida que aumenta el número de dobles enlaces la molécula se vuelve más retorcida 
dando lugar, principalmente, a configuración cis, lo que disminuye las fuerzas de 
Vander Waals y el punto de fusión (Timberlake, 2011). Un ácido graso insaturado cis es 
el que posee los grupos semejantes (generalmente–H) en el mismo lado de un doble 
enlace, mientras que los trans poseen los grupos semejantes en los lados distintos del 
doble enlace. Los ácidos grasos con dobles enlaces cis no son cadenas lineales sino que 
poseen un codo en el punto donde está el doble enlace. Por el contrario, los ácidos 
grasos insaturados en configuración trans sí son cadenas lineales, lo que da lugar a 
empaquetamientos más compactos de sus moléculas y a mayores puntos de fusión. Así 
por ejemplo, el punto de fusión del ácido oleico (Figura 2) (cis-9-octadecenoico) es 5 






ºC, mientras que el del ácido elaídico (trans-9-octadecenoico) es 44 ºC (Damodaran et 
al. 2008). 
                  
 
Los ácidos grasos se pueden designar de tres formas: 1) se utiliza un sistema de 
nomenclatura abreviada con tres números, el primero designa la longitud de la cadena, 
el segundo el grado de insaturación indicado por el número de dobles enlaces, y el 
tercero las posiciones de las insaturaciones desde el grupo carboxilo. Así por ejemplo, 
18:1 (9), indica un ácido graso con 18 átomos de carbono y un doble enlace en la 
posición 9 contando desde el grupo carboxilo (ácido oleico); 2) también se pueden 
designar con los dos primeros números de la misma forma, sin embargo el tercero lo 
designamos como (n-x), siendo x la posición de la primera insaturación contando desde 
el carbono más alejado del grupo carboxilo. Con el mismo ejemplo designamos al ácido 
oleico (18:1)(n-9); 3) para designar a las familias de ácidos grasos insaturados 
utilizamos el sistema omega (ω) tomando como referencia el carbono más alejado del 
grupo carboxilo (carbono ω). Se nombra el primer doble enlace desde dicho carbono. 
Cabe destacar el ácido α-linolénico (9, 12, 15-octadecatrienoico), (18:3)(n-3) (ácido ω-
3); ácido linoleico (octadeca-9, 12-dienoico), (18:2)(n-6) (ácido ω-6); y ácido oleico (9 
octadecenoico), (18:1) (n-9) (ácido ω-9) (Belitz et al., 2009). En la Figura 3 aparecen las 
estructuras y nomenclatura de algunos ácidos grasos insaturados y en la Tablas 1 y 2 se 
citan ejemplos de ácidos grasos saturados e insaturados. 





                       
 
 
Nombre común Nombre sistemático Abreviatura 
Ácido cáprico Decanoico 10:0 
Ácido laúrico Dodecanoico 12:0 
Ácido mirístico Tetradecanoico 14:0 
Ácido palmítico Hexadecanoico 16:0 
Ácido esteárico Octadecanoico 18:0 
Fuente: Berlitz et al. (2009). 
 
 
Familia Nombre común Nombre sistemático Abreviaturas 
ω3 Ácido α-linolénico 9,12,15-octadecatrienoico (18:3)(9,12,15) (18:3)(n-3) 
ω6 
Ácido linoleico 9,12-octadecadienoico (18:2)(9,12) (18:2)(n-6) 
Ácido γ-linolénico 6,9,12-octadecatrienoico (18:3)(6,9,12) (18:3)(n-6) 
ω9 




Ácido erúcico 13-docosanoico (22:1)(13) (22-1)(n-9) 
Fuente: Berlitz et al. (2009). 
 
  
A continuación se citan los contenidos de aceite y ácidos grasos de las cuatro 
especies que se han estudiado en esta tesis: el girasol posee un contenido de aceite en su 
semilla que oscila entre 45 y 50% en las variedades cultivadas, encontrándose el ácido 
linoleico en mayor proporción. La proporción relativa de los ácidos grasos oleico y 
linoleico es muy variable y depende principalmente de la temperatura durante el 
Tabla 2. Principales ácidos grasos insaturados.  
Tabla 1.  Principales ácidos grasos saturados 





desarrollo de la semilla (Fernández-Martínez et al., 1993b). El ácido linoleico, con dos 
dobles enlaces en su molécula, es más susceptible a la oxidación (Fernández-Martínez 
et al., 2006); la semilla del cártamo contiene entre un 35 y 39 % de aceite (Fernández-
Martínez, 1997), siendo el ácido linoleico el de mayor porcentaje; el ricino posee alto 
contenido en aceite en la semilla (42-58%), que es la principal fuente natural del ácido 
ricinoleico (85-90%) (Hayes et al., 1995; Labalette et al., 1996; Fernández-Martínez y 
Velasco, 2012); finalmente, la semilla del almendro posee un contenido en aceite que 
varía entre 48 y 67%, dependiendo del cultivar y lugar de origen (Saura-Calisto et al., 
1988; Abdallah et al., 1998; Kodad y Socias i Company, 2008; Sathe et al., 2008). Los 
ácidos oleico y linoleico constituyen el 90 % del total de contenido de ácidos grasos del 
aceite siendo el ácido oleico el que se encuentra en mayor proporción (Socias i 
Company et al., 2008). En la siguiente Tabla se muestran las composiciones estándares 
del aceite de las semillas de las principales especies oleaginosas. 
 
Especie 10:0 12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:1(OH) 18:2 18:3 22:1 
Girasol    7,0  3,0 30,0  60,0   
Cártamo   0,1 6,5 0,1 2,9 13,8  75,3   
Ricino    1,0  1,0 3,0 90,0 4,0 tr  
Almendra    6,3 0,5 2,0 69,9  19,4   
Soja    11,0 0,5 4,0 22,0  53,0 7,5  
Maíz  0,1 0,2 13,0  2,5 30,5  52,0 1,0  
Algodón   0,8 24,0 0,8 2,6 19,0  52,5 tr  
Palma  0,3 1,1 45,1 0,1 4,7 38,8  9,4 0,3  
Linaza    6,1 0,1 3,2 16,6  14,2 59,8  
Sésamo    9,2 0,1 5,8 38,2  45,0 0,6  
Cacahuete    12,5  2,5 37,0  41,0 0,3 1 
Oliva    13,7 1,2 2,5 71,1  10,0 0,6  
Coco 6,7 47,6 18,1 8,8  2,6 6,2  1,6   
Nuez de 
palma 
4,0 49,0 16,0 9,0  2,0 14,0  2,0   
Colza    3,0  1,0 16,0  14,0 10,0 49,0 










2.2.2.-Aceites destinados al consumo humano 
 
Representan el 70-80% de la producción mundial de aceite. Su consumo puede 
darse de forma directa (aceites vegetales crudos para frituras o ensaladas), o de forma 
indirecta (incluidos en otros alimentos, bollería industrial, etc.). En estos aceites, los 
ácidos grasos más comunes son los constituidos por 18 átomos de carbono (Vles y 
Gottenbos, 1989). En cuanto a sus características podemos clasificarlos desde el punto 
de vista nutricional y tecnológico. 
 
Punto de vista nutricional: a) ácidos grasos esenciales: son el ácido linoleico ω-
6 y el ácido α-linolénico ω-3 que no se pueden sintetizar en el organismo y tienen que 
ser ingeridos en la dieta. La carencia de estos provoca enfermedades por problemas en 
la mayor parte de los tejidos humanos (Simopoulos et al., 1999); b) ácidos grasos 
insaturados: presentan un efecto positivo en la regulación del contenido de 
lipoproteínas de baja densidad en el plasma sanguíneo (LDL) (efecto 
hipocolesterolémico) y por lo tanto reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares 
(Damodaran et al., 2010); c) ácidos grasos saturados: al contrario que los ácidos grasos 
insaturados, aumentan la concentración de lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el 
plasma sanguíneo (efecto hipercolesterolémico), así como el nivel de colesterol sérico, 
lo que supone un riesgo en cuanto a enfermedades cardiovasculares. El ácido esteárico 
se considera neutro (Pearson, 1994). Entre ellos los ácidos láurico, mirístico y palmítico 
son los más hipercolesterolémicos (Damodaran et al., 2010); d) compuestos tóxicos, un 
ácido graso que resulta tóxico es el ácido erúcico cuya mayor fuente son la colza y otras 
especies del género Brassica. Algunos estudios con animales relacionaron su ingesta 
con enfermedades del corazón (Gopalan et al., 1974; Schiefer et al., 1978). Por lo tanto, 
el aceite de colza que se comercializa, se obtiene de cultivares en los cuales se ha 
eliminado por selección dicho ácido graso. El ácido ricinoleico se encuentra en el aceite 
de ricino. Su consumo presenta también efectos perjudiciales para la salud haciendo que 
este aceite no sea apto para el consumo (Fernández-Martínez y Velasco, 2012). 
 
Punto de vista tecnológico: a) ácidos grasos insaturados: son propensos a la 
oxidación, sobre todo los ácidos grasos poliinsaturados. La oxidación tiene lugar 
principalmente en procesos de fritura a temperaturas mayores de 120ºC, provocando la 




desagradables (Damodaran et al., 2010). Por ello, para los aceites destinados a las 
frituras, se busca aumentar los niveles de ácido oleico, que es más resistente a esos 
procesos de degradación; b) Fabricación de grasas sólidas: los aceites vegetales son 
líquidos a temperatura ambiente, por lo que, para fabricar grasas sólidas como 
margarinas, se llevan a cabo procesos de hidrogenación y transesterificación que dan 
lugar a grasas con ácidos grasos en posición trans. Estos compuestos aumentan el riesgo 
de enfermedades cardiovasculares (Damodaran et al., 2010).  Un aumento en el 
contenido de ácidos grasos saturados disminuye dicho riesgo al adquirir el aceite 
consistencia semisólida. La interesterificación ha tomado un papel muy importante a 
raíz de las implicaciones negativas en la salud por el consumo de los ácidos trans 
generados en la hidrogenación. Con las reacciones de interesterificación se movilizan 
los radicales acilo de los acilgliceroles con un subsiguiente reacomodo (reacomodo de 
ácidos grasos en triacilgliceroles). A diferencia de la hidrogenación, estas reacciones no 
afectan  a la saturación y no producen isomerizaciones. Con este procedimiento se 
fabrican bases grasas sin ácidos grasos trans para margarinas, mantecas vegetales, etc. 
(Dergal, 2006). 
 
2.2.3.-Aceites destinados a la industria 
 
 Representan un tercio de la producción de aceites vegetales. Se utilizan en la 
fabricación de lubricantes, pinturas, detergentes, biodiesel, etc. Ácidos grasos 
importantes en este campo son el ácido láurico, erúcico y ricinoleico (Hill y Murphy, 
1991; Ohlrogge, 1994; Murphy, 1995; Delseny et al., 1999). 
 
Podemos clasificarlos en: a) ácidos grasos de cadena corta y media: que se 
requieren para la fabricación de jabones y detergentes. El ácido láurico es el más 
importante; b) ácidos grasos de cadena larga: que se utilizan para la fabricación de 
lubricantes resistentes a altas temperaturas y en la industria del plástico y nailon. El más 
importante es el ácido erúcico (Töpfer et al., 1995); c) ácidos grasos hidroxilados: cuya 
su principal fuente es el ricino con una proporción del 90% de ácido ricinoleico, muy 
utilizado en la industria química como materia prima en recubrimientos, pinturas, 
tintas,y una amplia variedad de productos. El aceite de ricino es una alternativa 
prometedora en la fabricación de biodiesel, aunque su alto contenido en ácido 




2007; Auld et al., 2009). El ácido ricinoleico se ha empleado también en tiras sanitarias 




2.3.1.-Definición y estructura 
 
Los tocoferoles son compuestos liposolubles que junto a los tocotrienoles y el 
plastocromanol-8 forman parte de un grupo amplio de moléculas químicas denominadas 
tococromanoles (Kamal-Eldin, 2005) que se describen, en su forma pura, como 
sustancias viscosas amarillentas que se descomponen con facilidad en presencia de luz, 
oxígeno, pH alcalino y ciertas trazas de minerales como hierro y cobre (Blanco, 2001).  
Son moléculas de naturaleza anfipática cuya estructura está formada por dos partes, una 
polar que es el anillo cromano formado por un ciclo fenólico y un heterociclo con un 
átomo de O, y otra apolar que es una  larga cadena isoprenoide denominada fitil 
(Caretto et al., 2010). Los tocoferoles poseen una cadena fitil saturada mientras que los 
tocotrienoles la presentan  insaturada con 3 dobles enlaces (Brigelius-Flohé et al., 
2002). Según la posición y numero de los grupos metilo (-CH3) que ocupan el anillo de 
cromano, existen diferentes tipos de tocoferoles y tocotrienoles (Figura 4) (Brigelius-
Flohé et al., 2002, Damodaran et al., 2010). Presentan quiralidad al poseer tres carbonos 
asimétricos (Jensen and Lauridsen, 2007). Los tocoferoles de origen natural se 
encuentran en configuración RRR, mientras que los sintéticos tienen esteroisómeros con 
configuraciones R y S. La configuración es importante ya que únicamente los RRR y 
2R esteroisómeros (RSR, RRS, SRR) tienen actividad significativa antioxidante. En la 
Tabla 4 se designan los cuatro tipos de tocoferoles de origen natural. 
 
            
 
 





α-tocoferol (2R) 2,5,7,8 tetrametil-2 [(4R),(8R), 4,8,12 trimetiltridecil]-6-cromanol 
β-tocoferol (2R) 2,5,8 trimetil-2 [(4R),(8R), 4,8,12 trimetiltridecil]-6-cromanol 
γ-tocoferol (2R) 2,7,8 trimetil-2 [(4R),(8R), 4,8,12 trimetiltridecil]-6-cromanol 
δ-tocoferol (2R) 2,8 dimetil-2 [(4R),(8R), 4,8,12 trimetiltridecil]-6-cromanol 
 
 
En la Tabla 5 se muestran los contenidos medios de tococromanoles para 
distintos aceites vegetales. El mayor contenido en tococromanoles se da en el aceite de 
soja con 1141 mg/kg y el menor en el aceite de nuez de palma con 34 mg/kg. Los 
aceites de girasol, oliva, almendra y cártamo presentan mayores porcentajes en α-
tocoferol de 93, 8 %, 91,5 %, 91,0 y 90,6 % respectivamente. El sésamo posee alto 
porcentaje en γ-tocoferol (95 %). Los tocotrienoles se encuentran presentes en maíz, 
palma y coco. El plastocromanol-8 se encuentra en la colza y sobre todo en linaza. 
 
 Tocoferoles Tocotrienoles 
PC8 T. 
Aceites α β γ δ α β γ δ 
Soja 8,9 0,8 63,6 26,7 - - - - - 1141 
Maíz 22,4 0,6 65,6 2,8 3,7 - 4,3 - - 925 
 Algodón 49,7 1,0 49,0 0,3 - - - - - 777 
Palma 32,7 - 0,5 - 19,8 - 38,9 8,1 - 767 
Girasol 93,8 3,3 2,8 0,1 - - - - - 675 
Colza 29,9 - 67,3 1,7 - - - - 1,1 643 
Linaza 0,7 - 73,6 - - - - - 25,7 553 
Cártamo 90,6 1,4 6,6 1,4 - - - - - 498 
Sésamo 1,3 0,3 95,1 3,0 - - - - - 469 
Cacahuete 44,0 2,2 49,6 4,2 - - - - - 357 
Almendra 91,0 - 5,2 3,8 - - - - - 303 
Oliva virgen 91,5 2,0 6,5 - - - - - - 153 
Coco 11,4 - 8,6 8,6 14,3 2,9 48,6 5,7 - 35 
Nuez de palma 38,2 - - - 61,8 - - - - 34 
        T. = contenido total            PC8. = plastocromanol  8 
Fuentes: Kamal-Eldin (2005); Velasco et al. (2004c); Chun et al., (2006); Kodad et al. (2006); Gunstone y 
Harwood (2007); Zou et al. (2012) 
 
2.3.2.-Actividad antioxidante de los tocoferoles 
Tabla 4. Tipos de tocoferoles y su nomenclatura. 
Tabla 5. Contenido medio total de  tococromanoles (mg/kg) y concentración de  los diferentes tococromanoles 




2.3.2.-Actividad antioxidante de los tocoferoles 
 
Se denomina peroxidación lipídica a un conjunto de reacciones de oxidación que 
afecta a los dobles enlaces de los ácidos grasos tanto de los sistemas biológicos como 
los de los aceites y grasas que se encuentran en los alimentos. In vivo, la oxidación de 
los ácidos grasos insaturados de las membranas provocan cambios patológicos y daños 
en las células (Muggli, 1994). In vitro, además del desarrollo de olores y sabores 
desagradables, se generan compuestos nocivos para la salud (Damodaran et al., 2010). 
El proceso de oxidación lipídica se resume en la Tabla 6. 
 
Etapa Reacciones Descripción 
Iniciación 
I + LH L• + IH 
(reacción catalizada por calor, luz, 
trazas de metales, enzimas) 
Generación de radicales libre alquilo 
muy reactivos 
Propagación 
L• + O2 LOO• 
LOO• + LH LOOH + L• 
Combinación de radicales alquilo con 
oxígeno produciendo radicales peróxido 
que propagan la cadena 
Terminación 
LOO• + radical dímero 
LO• + radicaldímero 
Dimerización de los radicales al 
consumirse todos los lípidos 
LH = lípido                                                                              L• = radical alquilo 
I = iniciador                   LOO• = radical peroxido                  LO• = radical alcoxilo 
Fuentes: Damodaran et al. (2010) 
 
 
Para evitar dicho proceso, la molécula de tocoferol (TOH) transfiere su 
hidrógeno fenólico al radical peróxido lipídico formando radicales muy estables, debido 
a la deslocalización de su electrón libre (Schneider, 2005): 
 
                                             LOO• +TOH LOOH + TO• (radical tocoferoxil) 
 
 Tradicionalmente, se estudió la influencia de los tipos de tocoferoles en la 
estabilidad del aceite, añadiendo tocoferoles en diferentes concentraciones a aceites 
purificados, es decir, aceites despojados de sus tocoferoles naturales. Los resultados 
revelan que la eficacia relativa del poder antioxidante de los tocoferoles depende tanto 
de la concentración como de la temperatura a la que se le somete al aceite. A 




temperaturas moderadas, α-tocoferol actúa normalmente como mejor antioxidante que 
γ-tocoferol cuando las concentraciones de los tocoferoles son bajas. Sin embargo, 
ocurre lo contrario cuando las concentraciones de tocoferoles son elevadas (Fuster et al., 
1998; Lampi et al., 1998, 1999; Seppanen et al. 2010). A altas temperaturas γ y δ 
tocoferol presentan mayor poder antioxidante que α-tocoferol (Lampi et al., 1998; 
Barrera-Areyano et al., 1999; Warner y Moser, 2009; Seppanen et al., 2010). 
 
 Warner et al. (2008) compararon aceites de girasol de tipo medio oleico y alto 
oleico aumentando, en diferentes niveles, las concentraciones de γ-tocoferol o ambas de 
γ y δ-tocoferol, concluyendo que la estabilidad del aceite mejoraba sustancialmente 
después del remplazo parcial o casi total de α-tocoferol por γ- y δ-tocoferol. Marmesat 
et al. (2008) compararon aceites de girasol de tipo alto palmítico y alto oleico con altos 
niveles de α ó γ-tocoferol. Los autores encontraron una mayor efectividad del γ-
tocoferol, en comparación con α-tocoferol, contra la oxidación lipídica en condiciones 
de elevadas temperaturas (temperaturas elevadas con objeto de acelerar el deterioro de 
los aceites). Una conclusión interesante de este estudio fue que no es necesario 
reemplazar  completamente al α-tocoferol para mejorar la estabilidad oxidativa del 
aceite ya que los autores encontraron que el aceite de girasol con  proporciones del 50 % 
en α-tocoferol y 50 % en γ- y δ-tocoferol presentó una estabilidad oxidativa similar a la 
del aceite de girasol con proporción del 95 % en γ- y δ-tocoferol. Esto es importante 





2.4.1.-Definición, clasificación y estructura 
 
 Los fitoesteroles son triterpenos de origen vegetal presentes en las semillas y 
frutos oleaginosos. Se caracterizan por poseer una estructura química semejante al 
colesterol. En su síntesis interviene el escualeno que actúa como intermediario.  
Regulan la fluidez y la permeabilidad de las membranas celulares de las plantas de 
forma similar a la del colesterol en las membranas de las células de los mamíferos 





 A diferencia del colesterol, los esteroles vegetales pueden incluir en su 
estructura grupos metilo en el carbono 4 dividiéndose en tres subclases: los 4,4 dimetil-
esteroles con dos grupos metilo, los 4-monometil-esteroles con uno, y los 4- desmetil-
esteroles que no poseen grupos metilo adicionales (Herchi et, al 2009). Las dos primeras 
subclases son minoritarias y corresponden, principalmente, a intermediarios en la 
síntesis de los esteroles (Figura 5). 
                                      
 
 
Los 4-desmetil-esteroles poseen un esqueleto de ciclopentanoperhidrofenantreno 
(Figura 6). Presentan un grupo OH en el carbono 3, grupos metilo en los carbonos 10 y 
13, y una cadena alifática en el carbono 17 cuya longitud varía de entre 8 y 10 carbonos 
(Hartmann, 1998).  
                                                
 
 
Podemos distinguir cuatro grupos: esteroles libres, ésteres de esteroles, 
glucósidos de esterol y glucósidos de esterol acilados. En función de las insaturaciones 
existen: a) Δ5: poseen doble enlace entre el carbono 5 y 6 del anillo; b) Δ7:  poseen 
doble enlace entre el carbono 7 y 8 del anillo; c) Δ5,22: poseen doble enlace entre el 
carbono 5 y 6 del anillo y también entre el carbono 22 y 23 de la cadena alifática; d) 
Fitoestanoles: son saturados. En la Figuras 7 y 8 se muestran las estructuras de los 
cuatro grupos de esteroles. 
Figura 5. Estructuras de los esteroles vegetales minoritarios 








                               
 
 
Se han descrito más de 200 tipos de esteroles en distintas especies de plantas 
siendo los más abundantes el β-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Piironen et al., 
2000). La principal diferencia con el colesterol es la existencia de un grupo metilo o 
etilo en el carbono 24 como se muestra en la Figura 9. 
Figura 7. Estructuras de un esterol libre y un éster de esterol 








Se ha comprobado que existe una gran variación de esteroles en semillas y frutos 
ya que su perfil depende de los factores genéticos y ambientales, que se dan en los 
cultivos (Verleyen et al., 2002b; Vlahakis y Hazebroek, 2000; Zlatanov et al., 2009). La 
temperatura ejerce una gran influencia sobre los contenidos y composición de 
fitoesteroles durante el desarrollo de la semilla. Esto se explica como una reacción de 
las plantas para compensar el efecto de las altas temperaturas sobre las membranas 
celulares, debido al papel de los fitoesteroles en la regulación de la fluidez y 
permeabilidad de la membranas (Roche et al., 2006; 2010). En la Tabla 7 se incluyen 
los perfiles de fitoesteroles de algunos aceites vegetales y el  contenido total medio de 
los mismos. El mayor contenido lo tenemos en el aceite de maíz y el menor en el aceite 







Figura 9. Comparación entre la estructura del colesterol y las estructuras 




Tipo aceite Bras Camp Estig Sito ∆5-Aven ∆7-Estig Otros Total 
Maíz - 20,8 6,6 67,3 2,9 0,5 1,9 11120 
Colza 11,0 26,5 0,3 57,0 2,3 2,6 0,3 7099 
Sésamo - 16,6 8,2 61,8 8,7 1,0 3,7 5977 
Algodón - 7,2 1,1 87,4 4,2 - 0,1 4723 
linaza - 25,5 8,1 48,0 15,0 - 3,4 4710 
Girasol - 8,2 7,9 59,7 2,9 14,4 6,9 4436 
Cártamo - 12,2 6,6 52,0 2,2 17,7 9,3 4125 
Soja - 20,2 19,4 54,3 3,4 1,5 1,2 3400 
Cacahuete - 15,4 8,3 66,0 7,9 - 2,4 2443 
Oliva virgen - 2,8 0,9 78,0 17,4 - 1,0 1686 
Nuez de 
palma 
- 9,2 10,7 70,2 6,1 0,8 3,0 1310 
Coco - 11,7 13,4 52,9 16,7 - 5,3 975 
Palma - 22,7 8,3 66,8 2,2 - - 832 
Brass = Brasicasterol;                Camp = Campesterol;                Estig = Estigmasterol;                Sito = β-
Sitosterol;       ∆5-Aven =  ∆5-Avenasterol;               ∆7- Estig =  ∆7- Estigmastenol 
Fuentes: Piironen et al. (2000); Vlahakis y Hazebroek (2000); Verleyen et al. (2002a); Kamal-Eldin (2005); 
Moreau (2005); Phillips et al . (2005); Gül y Seker (2006); Gunstone y Harwood (2007);  Normén et al. (2007); 




Los esterol-glucósidos son un componente minoritario en los alimentos 
vegetales, salvo en algunas excepciones, ya que constituyen el 82% del total de los 
esteroles en patatas (Jonker et al., 1985), en la soja en torno al 35-40 % de los esteroles 
totales (Phillips et al., 2005), alrededor del 20% en cereales (Piironen et al., 2000) y el 
3,9% del total en las semillas de girasol (Nyström et al., 2012). Por otra parte, los 
esterol-glucósidos acilados, representan más del 50% en lecitinas de soja (Bramley et 
al., 2002), alrededor del 30% en zanahoria y tomate (Moreau et al., 2002) y un 2,6 % en 
semillas de girasol (Nyström et al., 2012).  





Tabla 7. Contenido medio total de fitosteroles (mg/kg) y concentración de los principales fitoesteroles 




2.4.2-Actividad de los fitoesteroles 
 
Entre las acciones atribuidas a los fitoesteroles cabe destacar sus efectos 
anticancerígenos (Awad y Fink, 2000), antiinflamatorios (Bouic et al., 1999; Bouic, 
2001), antiulcerosos (Jayaraj et al., 2003), antioxidantes (Wang et al., 2002), 
bactericidas y antifúngicos (Smania et al., 2003). Sin embargo la acción más importante 
se debe a su efecto hipocolesterolémico. 
 
 El colesterol puede ser de dos clases: exógeno, si procede de los alimentos. Suele 
encontrarse esterificado con ácidos grasos en el OH del carbono 3; endógeno, si procede 
de la bilis y de la descamación del epitelio intestinal (Ros, 2006). El colesterol exógeno 
y endógeno está conformado en forma de micelas mixtas que permiten su difusión a 
través del enterocito (célula del intestino que absorbe las moléculas alimentarias para 
transportarlas al interior del organismo). Los esteroles y estanoles vegetales desplazan el 
colesterol de las micelas como paso previo a su absorción por un transportador activo 
(Plat y Mensink, 2005). Existen tres mecanismos (Figura 10): 1) desplazan por 
competencia al colesterol de la micela mixta por lo que no es absorbido y se elimina. A 
diferencia del colesterol, los esteroles presentan escasa absorción en el intestino, por lo 
que se liberan de la micela en el momento de la transferencia por transporte activo de 
los ácidos grasos y monoglicéridos siendo finalmente excretados (Ros, 2006);  2) el 
colesterol llega esterificado al interior del enterocito y se incorpora a los quilomicrones 
(lipoproteínas intestinales). Los esteroles inhiben la acción de la enzima acil-CoA 
colesterol aciltransferasa (ACAT) que interviene en la esterificación del colesterol; 3) el 
colesterol no esterificado en la célula intestinal se excreta al lumen intestinal a través de 
un transportador tipo ABC (de ATP Binding Casette) que utiliza la energía aportada por 
hidrólisis de ATP. 
                             





Según el programa nacional de educación de colesterol en Estados Unidos 
(National Cholesterol Education Program), la dosis recomendada como suplemento de 
esteroles vegetales para reducir el colesterol LDL, y por tanto reducir el riesgo de 
enfermedades cardiovasculares, es de 2 g/día (National Cholesterol Education Program, 
2002). Dosis superiores podrían tener cierto efecto sobre los carotenos o vitaminas 
liposolubles disminuyéndolos en el organismo (Valenzuela, 2004). 
 
Desde hace unos años, los vehículos para la administración de estos compuestos 
son, además de los alimentos naturales, los alimentos enriquecidos, de modo que una 
porción diaria proporcione la dosis necesaria de alrededor de 2 g (Palou, 2005). Para 
facilitar su mezcla con la matriz del alimento, los esteroles vegetales se incorporaron 
inicialmente a alimentos grasos como las margarinas. Sin embargo, el efecto de reducir 
el colesterol se mantiene cuando estos se añaden a alimentos pocos grasos como lácteos 
desnatados y zumos (Katan et al., 2003). Existen actualmente alimentos como leche, 
yogurt, cereales a los que se han agregado esteroles vegetales en su composición (Pintó, 
2006). Las margarinas manufacturadas, con aceites vegetales, sin colesterol, sin ácidos 
grasos trans y con alto contenido en ácidos grasos ω-3 y ω-6, son consideradas 
nutricionalmente muy saludables al estar además enriquecidas con fitoesteroles 




 Esta tesis aborda el estudio y puesta a punto de métodos de análisis aplicados a 
cuatro cultivos oleaginosos: girasol, cártamo ricino, almendro,. A continuación se 
describen dichas especies, su importancia económica y la mejora genética de sus 
aceites. En la Tabla 8, se muestra la producción mundial media de los aceites de las 










Aceite 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Promedio 
Palma 39762 42345 43886 43465 47703 50169 44555 
Soja 37507 36043 36404 40265 41556 41205 38830 
Colza 17984 19285 21403 22710 22848 22254 21081 
Girasol 11279 11131 13169 12916 13423 15215 12855 
Cacahuete 5671 5270 5134 5921 5799 5242 5500 
Nuez de Palma 4934 5475 5698 5661 5971 6005 5634 
Algodón 4998 4813 4641 4843 5182 5271 4875 
Coco 3440 3412 3391 3935 3266 3310 3459 
Oliva virgen 2755 2643 2647 2991 3036 2903 2829 
Maíz 2290 2332 2287 2309 2380 3278 2329 
Sésamo 1053 984 1023 1003 1215 1201 1096 
Linaza 612 546 504 544 535 540 547 
Cártamo 144 161 137 127 134 154 143 






3.1.1-Descripción de la planta e importancia económica 
 
 El girasol (Helianthus annuus L.) es una planta anual con gran capacidad de 
adaptación a los recursos hídricos gracias a su potente sistema radicular que absorbe 
agua y minerales del suelo (Connor y Hall, 1997). La inflorescencia, denominada 
capítulo, está formada por numerosas flores situadas en un receptáculo discoidal. 
Existen dos tipos de flores:las flores liguladas son asexuadas; las flores tubulosas, 
situadas en el centro del capítulo, son hermafroditas. Los capítulos jóvenes presentan 
heliotropismo, que cesa en el momento que se desarrollan las flores, orientándose 
únicamente hacia la dirección de salida de sol. La polinización  en su mayor parte es 
entomófila y la realizan en general las abejas que son atraídas por el néctar segregado 
por las flores (Fick, 1989). El fruto presenta un pericarpio duro y fibroso y es de tipo 
aquenio que normalmente se denomina semilla. Rusia destaca entre los principales 
Tabla 8. Producción mundial de aceite (x103 toneladas) de las principales especies de oleaginosas desde 





países donde se produce el girasol. Le siguen Ucrania, Argentina, China, y Francia 
(Tabla 9). 
 
País Producción total (x 10 3 T) Area cultivada (x 10 3 Has) Rto.(Kg/ha) 
Rusia 6876 5992 1185 
Ucrania 6305 4362 1541 
Argentina 3310 1967 1681 
China 1985 919 2139 
Francia 1620 664 2440 
EE.UU. 1276 777 1640 
Bulgaria 1257 710 1746 
Hungría 1241 548 2250 
Rumanía 1210 860 1390 
India 870 1291 678 
Turquía 1155 602 1904 
España 845 750 1131 
Myanmar 598 719 824 
África del Sur 659 504 1261 
Total mundial 34169 24237 1403 




3.1.2.-Mejora genética de componentes de calidad del aceite de girasol 
 
El objetivo prioritario de mejora de la calidad de los aquenios de girasol ha sido 
la reducción de su contenido en cáscara que produjo un menor contenido en fibra e 
incrementó los contenidos en grasa y proteína. El aceite representa el 80% del valor 
económico del cultivo (Fernández-Martínez et al., 2009). 
 
El girasol estándar, presenta una media de 30% de oleico y 60% de linoleico 
considerando valores medios de ambientes cálidos y fríos (Fernández-Martínez et al., 
2009) (Tabla 3). En Rusia, Soldatov (1976) obtuvo por mutagénesis la variedad 
“Pervenets” con alto contenido en ácido oleico (70-80%). A partir de cruzamientos y 
selección utilizando esta variedad se obtuvieron líneas puras con niveles de oleico de 
80-90% (Fernández-Martínez et al., 1987), 6-9% de linoleico y 3-4 % de palmítico y 
Tabla 9. Promedio de producción de semillas, superficie cultivada y rendimiento de girasol 





esteárico. El aceite de girasol alto oleico es menos susceptible a los cambios oxidativos 
que tienen lugar durante la refinación, el almacenaje o fritura. También, se han 
desarrollado líneas de girasol con alto contenido en ácidos grasos saturados. Por 
mutagénesis, se obtuvieron mutantes con altos niveles de ácido palmítico (>25%) 
(275HP, Ivanov et al., 1988; CAS-5, Osorio et al., 1995). Además, utilizando 
mutagénesis sobre una línea alto oleico, (Fernández-Martínez et al., 1997) se aisló un 
doble mutante (CAS-12) con alto contenido de ácido palmítico (30%) y niveles 
incrementados de ácido oleico (56%). También se obtuvieron los mutantes CAS-8, 
CAS-4 y CAS-3 con niveles de >10%, >13% y >25% de ácido esteárico (Osorio et al., 
1995) y la línea mutante CAS-14 con muy alto contenido en ácido esteárico (>37%) 
(Fernández-Moya et al., 2002). Estas líneas son importantes para los procesos 
elaboración de margarinas (especialmente la líneas de alto esteárico que tiene un efecto 
neutro en relación al nivel de colesterol en sangre) ya que son semisólidos a temperatura 
ambiente y pueden ser utilizados directamente para estos usos sin necesidad de procesos 
previos de hidrogenación (Fernández-Moya et al., 2002). Se han desarrollado además 
líneas con bajos niveles de ácidos grasos saturados (7% palmítico + esteárico frente a 
10% del girasol estándar y 2,33 % del total de ácidos grasos saturados) (Vick et al., 
2002; Gerdes et al., 2012).  
 
En cuanto a los tocoferoles, el principal tocoferol presente en el girasol, con un 
porcentaje del 94 %, es α-tocoferol (Tabla 4). Mediante la evaluación de colecciones de 
germoplasma de girasol cultivado y especies silvestres se aislaron  líneas con perfil 
modificado de tocoferoles: con niveles elevados de β-tocoferol (50% del total de 
tocoferoles en la semilla), con alto contenido de γ-tocoferol (>85%) y mediante cruces 
entre estas líneas, 84% de γ y 8% de δ-tocoferol (Demurin, 1993; Demurin et al., 1996). 
También mediante evaluación de germoplasma, y aplicación de mutagénesis (Velasco y 
Fernández-Martínez, 2003; Velasco et al., 2004b) se desarrollaron líneas con niveles 
elevados de β-tocoferol (>30%) y niveles elevados de γ-tocoferol (>95%). 
Cruzamientos entre plantas de estas líneas dieron lugar a niveles más elevados de β-










3.2.1.-Descripción de la planta e importancia económica 
 
El cártamo (Carthamus tinctorius L.) es una planta oleaginosa anual. Posee un 
sistema de raíces que le permite extraer el agua y los nutrientes de  capas  profundas del 
suelo (Knowles, 1989; Weiss, 2000), por lo que es adecuado como cultivo de secano. 
La planta es muy ramificada y cada rama puede  alojar de uno a cinco capítulos (Singh 
y Nimbkar, 2007) que pueden contener de 20 a 250 flores. Las hojas son generalmente 
muy espinosasy varían mucho entre variedades y en la misma planta. La floración dura 
alrededor de un mes y el color de las flores puede ser amarillo, anaranjado o blanco.  El 
polen de cártamo es transportado por insectos. El fruto es de tipo aquenio y puede 
presentar vilano (Knowles, 1989). El cártamo es un cultivo oleaginoso cuya importancia 
en la producción y comercio mundial de aceites vegetales es limitada. En la Tabla 10, se 
muestra el área cultivada y producción de los principales países productores. La India es 
el principal país productor seguido por EEUU, México y Kazajistán. 
 
País Producción total(x 10
3
T) Área cultivada(x 10
3
 Has) Rto. (Kg/ha) 
India 189 290 650 
EE.UU. 101 69 1504 
México 110 90 1434 
Kazajistán 75 108 749 
Argentina 64 87 746 
China 33 22 1518 
Kirguistán 12 14 889 
Turquía 15 12 1358 
Tanzania 11 24 484 
Etiopía 7 8 966 
Australia 5 9 549 
Canadá 5 3 1311 
Uzbekistán 3 6 539 
Total mundial 654 745 881 




Tabla 10. Promedio de producción de semillas, superficie cultivada y rendimiento de cártamo 





3.2.2.-Mejora genética de la calidad 
 
Los aspectos más importantes dentro de la mejora genética de calidad de 
cártamo han sido la composición de ácidos grasos, el incremento de tocoferoles totales y 
la modificación del perfil de tocoferoles (Velasco et al., 2005). El cártamo estándar 
tiene alto contenido en ácido linoleico superior al 70% (Tabla 3). Se han desarrollado 
líneas con alto oleico (64-83%), con muy alto oleico (87-91%) y líneas con muy alto 
linoleico (85-90%) (Knowles, 1989; Fernández-Martínez et al., 1993). Estos tipos 
contienen bajo porcentaje de ácidos grasos saturados. Se han identificado también líneas 
con alto palmítico (>10%) (Fernández-Martínez et al., 1993), así como de niveles 
elevados de ácido esteárico (Knowles, 1989) y niveles elevados de ambos ácidos grasos 
saturados (21,3%) (Hamdan et al., 2009). En cuanto a tocoferoles, Velasco y Fernández-
Martínez (2004) desarrollaron las líneas CR-34 y CR-81 de cártamo con niveles 
elevados de tocoferoles en semilla, principalmente α-tocoferol. Asimismo, se ha 
conseguido aislar la línea mutante natural IASC-1 que contiene un porcentaje mayor de 




3.3.1.-Descripción de la planta e importancia económica 
 
 El ricino (Ricinus communis L.) crece en zonas tropicales, subtropicales y 
mediterráneas.  El fruto es una cápsula trilobular con tres semillas. La altura de la planta 
varía de entre uno a varios metros. Es una planta perenne y de día neutro. (Weiss, 2000; 
Curtis et al., 2008; Fernández-Martínez y Velasco, 2012). El tallo principal de la planta 
termina en un racimo primario (inflorescencia), que  normalmente es de mayor tamaño 
y florece el primero. También se forman racimos secundarios y terciarios que del mismo 
modo van produciendo semillas. A lo largo de las inflorescencias existen flores 
masculinas (estaminadas) y flores femeninas (pistiladas) (Weiss, 2000; Curtis et al., 
2008). A pesar de que el ricino como cultivo oleaginoso contribuye sólo al 0,5 % de la 
producción mundial de grasas y aceites vegetales (Ogunniyi, 2006), su aceite es muy 
utilizado en la industria. La Tabla 11 recoge los datos de la producción mundial de 




Mozambique, que juntos representan más del 90% del superficie cultivada y 
producción. 
 
País Producción total (x 103T) Área cultivada (x 103 Has) Rto. (Kg/ha) 
India 1425 944 1481 
China 175 205 852 
Brasil 92 154 575 
Mozambique 58 174 332 
Paraguay 10 8 1173 
Tailandia 12 13 887 
Etiopía 7 7 1000 
África del sur 6 8 695 
Vietnam 6 7 780 
Angola 4 16 232 
Tanzania 3 6 544 
Kenia 3 13 230 
Ecuador 3 2 1500 
Madagascar 2 7 350 
Total mundial 1818 1587 1128 




3.3.2.-Mejora genética de la calidad y usos del aceite 
 
En los últimos años, la demanda del ricino ha crecido mucho en cuanto a lo que 
supone la fabricación de biocarburantes como el biodiesel. Sin embargo, el ácido 
ricinoleico le confiere gran viscosidad, siendo necesarios añadir aditivos para 
disminuirla (Conceiçaô, et al., 2007). El descubrimiento de un mutante, en el que el 
ácido oleico reemplaza al ricinoleico alcanzando el 78 % del total de ácidos grasos 
(Rojas-Barros et al., 2004), ha abierto nuevas perspectivas para el uso del aceite de 





Tabla 11. Promedio de producción de semillas, superficie cultivada y rendimiento de ricino desde 







3.4.1.-Descripción de la planta e importancia económica 
 
 El almendro, Prunus amygdalus Batsch, es un árbol caducifolio de zonas 
cálidasperteneciente a la familia de las rosáceas. La mayor parte del cultivo del 
almendro se realiza en condiciones de secano, sobre suelos arenosos. La especie 
presenta una morfología muy heterogénea (Felipe, 2000). La flor aparece solitaria o en 
grupos de dos o cuatro. Es una flor típica rosácea, completa y pentámera. La 
polinización es entomófila y la realizan las abejas. El fruto está constituido por el 
exocarpio, que se desprende en la madurez, y el endocarpio, en cuyo interior se 
encuentra la semilla que posee dos tegumentos envolventes, la testa y el tegmen (Felipe, 
2000). En la Tabla 12 aparecen los diez países con una mayor cantidad de producción 
de almendra en el periodo 2007-2012. Estados Unidos y España ocupan los primeros 
puestos en producción total y área cultivada. 
 
País Producción total ( x 103 T) Área cultivada (x 103 Has) Rto. (Kg/ha) 
EE.UU. 1129 276 4105 
España 232 574 404 
Irán 138 89 1656 
Italia 111 80 1378 
Marruecos 100 127 843 
Siria 94 43 2168 
Túnez 56 174 324 
Turquía 47 18 3082 
Argelia 44 40 1150 
Grecia 39 15 2500 
Afganistán 42 12 3533 
China 34 12 2737 
Líbano 31 6 5389 
Libia 29 5 591 
Total 
mundial 
2266 1622 1398 
Fuentes: FAOSTAT (2013) 
 
 
Tabla 12.  Promedio de producción de semillas, superficie cultivada y rendimiento de almendros 





3.4.2.-Mejora genética de caracteres de calidad del fruto y del aceite  
 
En el pasado, la calidad de la semilla de almendra dependía únicamente de 
parámetros físicos como forma, tamaño, etc. (Socias i Compani et al., 2008). La 
composición química de la almendra no se ha tenido en cuenta hasta hace poco desde el 
punto de vista de la mejora genética. Sin embargo se va avanzando en dicho 
conocimiento y será posible la selección de nuevas variedades con mejores 
características (Kodad et al., 2005, 2006; Socias i Compani et al., 2008). La relación 
entre el ácido oleico y linoleico, se considera un factor importante en la evaluación de la 
calidad de la semilla (Kester et al., 1993). El alto contenido en α-tocoferol se considera 
también un parámetro de interés en la valoración de la calidad de la semilla (Kodad et 
al., 2006). 
 
4.-Desarrollo de variabilidad para componentes de calidad: Importancia de  
métodos rápidos de cribado para la evaluación de estos componentes 
 
La mejora genética de las plantas oleaginosas para contenido de aceite y 
componentes de calidad requiere la evaluación de la variación existente en colecciones 
de germoplasma de las distintas especies y de la obtenida por mutagénesis, así como de 
la evaluación de poblaciones segregantes en los programas de mejora. Esto precisa del 
análisis de un número elevado de muestras con objeto de identificar genotipos con la 
composición alterada (Velasco y Fernández-Martínez, 2002). Un requisito indispensable 
para esta evaluación, es el desarrollo de métodos rápidos, fiables y no destructivos. Por 
ejemplo, la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS) presenta la ventaja de que 
permite analizar varios caracteres de forma simultánea, entre ellos el aceite y el perfil de 
ácidos grasos del mismo (Pérez-Vich et al., 1998; Fassio y Cozzolino, 2004), además de 
ser una técnica no destructiva. En cuanto a los componentes de calidad, como perfil de 
ácidos grasos y tocoferoles, un factor a considerar es que estos suelen estar controlados 
por el genotipo del embrión (Velasco y Fernández-Martínez, 2002) y para llevar a cabo 
la selección es importante el análisis de semillas individuales siempre que se puedan 
analizar de forma no destructiva. Esto es posible utilizando la técnica de la media 
semilla que consiste en el análisis de una porción de la semilla distal al embrión y 
sembrar la otra mitad. Esta técnica se ha empleado para el análisis de ácidos grasos en 




al., 2004) y ha sido adaptada para análisis no destructivo de tocoferoles (Velasco et al., 
2005). Un método importante en la determinación de ácidos grasos es la transmetilación 
y la extracción de los esteres metílicos en un solo paso (Garcés y Mancha, 1993) para su 
posterior análisis por cromatografía gaseosa. 
 






 La cromatografía es una técnica de análisis químico basada en el principio de 
adsorción selectiva, que es la retención física o química de las sustancias de una mezcla 
en los sitios activos de la superficie de un sólido o de un líquido dispuesto sobre otro 
sólido que actúa como soporte (Cela et al., 2002). El sólido ó líquido, en donde se 
retienen las sustancias, constituye la fase estacionaria. La mezcla de las sustancias viaja 
a través de un fluido que constituye la fase móvil. 
 
5.1.2.-Cromatografía en capa fina (TLC) 
 
 En esta técnica, la fase estacionaria es una capa fina de gel de sílice con 
propiedades adsorbentes, dispuestas sobre un soporte poroso que denominamos placa. 
La fase móvil será la mezcla de disolventes adecuada. La sustancia de interés se adherirá 
a la fase estacionaria y se moverá con la fase móvil estableciéndose un reparto entre la 
la fase estacionaria y la fase móvil  que denominamos equilibrio de distribución  (KD). 
Normalmente, se coloca la placa  con la mezcla a separar en la cámara de elución que 
contiene a la fase móvil. La cámara se cierra para mantener en contacto ambas fases en 
ambiente constante de fase vapor. La fase móvil subirá por capilaridad e irá arrastrando 
a las moléculas de la mezcla que se moverán según la afinidad que muestren por la fase 
estacionaria y según la polaridad. La fase estacionaria retiene con más fuerza a las 
moléculas con mayor polaridad. Estas avanzan a menor velocidad. Las moléculas de 
menor polaridad avanzan con mayor velocidad, arrastradas por la fase móvil (Figura 
11). Se define el factor de retención (Rf) como el cociente entre la distancia recorrida 




                                               
 
 
5.1.3.-Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
 
 La cromatografía líquida es una técnica para separar compuestos con baja 





La muestra se introduce a través del inyector en el circuito de la fase móvil. La 
bomba de alta presión permite que la fase móvil se mueva a velocidad adecuada con 
flujos entre 0,5 y 4 ml/min hacia la columna. La columna contiene el material de relleno 
necesario para separar los compuestos esperados (fase estacionaria). La fase móvil sigue 
su curso hasta el detector y finalmente se elimina en un bidón de residuos. El detector se 
conecta a un ordenador y este recoge las señales eléctricas que se generan para crear el 
cromatograma, que es una medida de la absorbancia frente al tiempo. Entre sus 
elementos podemos distinguir el tiempo cero, línea base (ruido), picos. Una vez 
obtenidos los picos en el cromatograma se obtiene el área de pico mediante la 
integración de los mismos. El área es directamente proporcional a la concentración del 
Figura 12. Diagrama esquemático de un instrumento HPLC. 
 





compuesto. Empleamos el tiempo de retención como parámetro cualitativo. Sin 
embargo, en ocasiones, es poco fiable ya que depende de la temperatura de la columna, 
velocidad de flujo y composición de la fase estacionaria. Un parámetro más fiable es el 
tiempo de retención relativo que mide la relación entre los tiempos de retención de dos 
picos.  
 
El régimen de trabajo en HPLC se  lleva a cabo a través de dos formas (Willard 
et al., 1988). En el régimen de fase normal, la fase móvil es apolar (pentano, hexano, 
heptano, diclorometano, etc) y la fase estacionaria es polar (ej: gel de sílice). En dicho 
régimen los compuestos más apolares se retienen menos en  la fase estacionaria y salen 
antes arrastrados por la fase móvil. Lo contrario ocurre en el régimen de fase reversa,  
donde la fase móvil es polar y la fase estacionaria es apolar. En HPLC, es muy común 
emplear mezclas de más de una fase móvil. Así por ejemplo, en el régimen de fase 
reversa, el agua es un eluyente con mínimo poder de elución y debe mezclarse con 
disolventes menos polares para eluir los solutos fuertemente retenidos en la fase 
estacionaria apolar. La mezcla de disolventes en la fase móvil permite seleccionar la 
fuerza y selectividad, necesarias para una determinada separación cromatográfica, con 
mayor flexibilidad. La fuerza de desplazamiento total de una mezcla de disolventes 
viene dada por la siguiente expresión (Valcárcel y Gómez, 1988): ST = S1ϴ1 + S2ϴ2+ … 
=   𝑆𝑖𝛳𝑖
𝑛
𝑖=1 . Siendo: Si, la contribución del disolvente a la fuerza de desplazamiento 
total (Tabla 13); ϴi, la proporción, en tanto por uno, del disolvente en la mezcla. Por 
ejemplo, en una fase móvil (en régimen reverso) de composición 60:40 metanol/agua, la 
fuerza de desplazamiento total será:  ST = Smetanolϴmetanol + Saguaϴagua = 2,6*0,6 + 0,0*0,4 
= 1,56. Se denominan disolventes isoeluotrópicos a aquellos que presentan idéntica 
fuerza de desplazamiento pero diferente selectividad. Así pues, si se desea mejorar la 
selectividad obtenida con la mezcla 60:40 metanol/agua con una fuerza de 1,56, hay que 
sustituir el metanol por otro disolvente, como por ejemplo el acetonitrilo teniendo, de 
este modo: ST = 1,56 = 3,2*ϴacetonitrilo + 0,0*ϴagua; obteniendo: ϴacetonitrilo = 0,49. Por lo 
tanto, una mezcla isoeluotrópica con la de 60:40 metanol/agua, de diferente 
selectividad, es 49:51 acetonitrilo/agua. En cuanto a los modos de flujo de la fase móvil, 
se utilizan dos: isocrático, en el que la fase móvil se mantiene constante a lo largo del 
análisis; gradiente, se varía la composición de la fase móvil a lo largo del análisis 
(Rodríguez, 2006). A pesar de los cambios de selectividad en mezclas binarias de fase 




discriminación cromatográfica cuando se analizan mezclas complejas. Por ello, se 
trabaja en modo de flujo de gradiente. Otro sistema consiste en el empleo de mezclas 
ternarias y cuaternarias de fase móvil isoeluotrópicas. 
 
Disolvente 
Factor estadístico de fuerza de disolvente (Si) 
Fase normal Fase reversa 
Agua 10,2 0,0 
Metanol 5,1 2,6 
Acetonitrilo 5,8 3,2 
Fuente: Valcárcel y Gómez (1988) 
 
 
Para llevar a cabo la identificación cualitativa, se compara el tiempo de retención 
de cada uno de los picos, con los tiempos de retención de los estándares de referencia. 
De forma cuantitativa utilizamos el área que es proporcional a la concentración de 
productos (Área = K.C;  donde K es la constante y C son las concentraciones). Ejemplos 
de métodos cuantitativos a través del área son: las curvas de calibrado, donde 
obtenemos la concentración de la muestra de interés a través de interpolación de curvas 
señal frente a concentración de estándares; en función de la suma total de áreas en 
porcentaje; a través de los estándares internos,  que poseen una concentración conocida 
y mediante su área se calcula el valor de la constante K. De otra manera, la 
identificación y cuantificación se realiza con detectores selectivos que se encuentran 
acoplados al equipo. Entre ellos la espectrometría  de masas (ES). El espectrómetro de 
masas permite identificar especies a la salida de la columna. Dicha técnica posee una 
mayor sensibilidad y selectividad a concentraciones traza (ppm y ppb), además es 
sencilla y rápida (Kotretsou y Koutsodimou, 2006; Walorczyk, 2007; Fernández-
Moreno et al., 2008).  
  
5.1.4.-Cromatografía gaseosa (CG) 
 
 Al igual que HPLC, la cromatografía de gases es también un método de alta 
resolución (McNair et al., 2009). La diferencia más importante es que CG solo puede 
hacer frente a sustancias volátiles, con temperaturas de ebullición inferiores a 350ºC, o 
muestras que puedan ser derivatizadas en un producto con punto de vaporización a estas 





temperaturas. Además, los analitos deben ser estables a dichas temperaturas. En 
cromatografía de gases,  la fase móvil,  que está en estado gaseoso y que se le denomina 
gas portador, transporta al analito a lo largo de a columna (Harris, 2007). Los gases 
portadores deben ser inertes con la fase estacionaria y con los analitos. Los más 
utilizados son el helio, nitrógeno e hidrógeno (Figura 13). 
 




La muestra se introduce a través de un séptum en un inyector que se encuentra a 
alta temperatura. En este inyector la muestra se evapora y el gas portador lo transporta a 
la columna que contiene la fase estacionaria. Los distintos analitos van llegando 
separados al detector como consecuencia de su interacción con la fase estacionaria 
(Harris, 2007). Dicho detector ha de estar a mayor temperatura que la columna para que 
los analitos que salen de esta no se condensen al pasar por el detector. La metodología 
utilizada para cualificar y cuantificar es similar a HPLC. Uno de los problemas más 
extendidos de la cromatografía de gases es la degradación de la fase estacionaria, 
provocando su ruptura y haciendo que la línea base del cromatograma presente una 
tendencia ascendente a medida que avanza el cromatograma.  
 
 En cuanto a columnas, podemos distinguir: columnas empaquetadas (1-6 m de 
longitud y diámetro de entre 2-6 mm), están llenas de partículas finas (0,25-0,15 mm de 
diámetro) que hacen la función de soporte sólido ya que están cubiertas por una fina 
capa de líquido (0,05- 1 μm) no volátil; y columnas capilares (longitudes entre 10 y 100 
m y diámetro entre 0,1-0,6 mm), las más utilizadas son las de WCOT (pared interna 
recubierta de fase estacionaria) y SCOT (pared interna cubierta por un soporte a donde 






se le une a fase estacionaria). Las columnas capilares se utilizan para muestras  
complejas y presentan una serie de ventajas: tienen mayor resolución al ser más largas; 
los tiempos de análisis son más cortos ya que al poseer menor cantidad de fase 
estacionaria los analitos se retienen menos; poseen mayor sensibilidad ya que la 
cantidad de muestra utilizada es del orden de nanogramos,  mientras que en las 
empaquetadas es del orden de microgramos; los límites de detección son mayores y se 
obtienen picos estrechos y bien definidos (Skoog et al. 2009). 
 
 Para programar la temperatura del horno, existen dos opciones: cromatografía 
isoterma:,  la temperatura se mantiene constante a lo largo de todo el cromatograma. En 
este caso, los compuestos de temperatura de ebullición parecidos serán difícilmente 
separados y se obtendrán picos pequeños y anchos dando lugar a una resolución muy 
baja; cromatografía con temperatura programada:  se va aumentando la temperatura a 
medida que transcurre el cromatograma. Cuando se utiliza esta opción se pueden 
obtener mejores resoluciones y separaciones de los compuestos. La programación de la 
temperatura es fundamental sobre todo cuando la mezcla a separar es muy compleja. 
(Rodriguez, 2006).  
 
 El detector debe poseer  un tiempo de respuesta corto, selectividad y sensibilidad 
adecuadas, y  alta reproducibilidad sobre un amplio rango de concentraciones. Entre los 
detectores más utilizados está el de ionización de llama (Flame Ionization Detector, 
FID). El gas portador procedente de la columna, se mezcla con hidrógeno que sale por 
una tobera. En el extremo de esta, se aporta aire y forma un llama que quema e ioniza a 
los compuestos. Se establece una diferencia de potencial entre dos electrodos ya que el 
analito ionizado origina un paso de corriente (Holm, 1999).  
 
5.1.5.-Derivatización en cromatografía gaseosa 
 
 La derivatización es el proceso de modificación química de los grupos 
funcionales del analito para permitir su análisis mediante CG ya que se obtienen 
especies más volátiles evitando el uso de temperaturas demasiado altas que puedan 
descomponer los analitos en el equipo, o la precipitación indeseada en la columna 
alterando los resultados obtenidos. Otra razón, es la inserción de un grupo funcional que 




principalmente se derivatizan son aquellos que poseen grupos funcionales polares 
(hidrógenos activos). En la siguiente Tabla se muestran las reacciones de derivatización 
más importantes. 
 
Tipo Reacción Objetivo Ej. de aplicación 
Silanización 
Reemplazo del hidrógeno de un 





   R-O-Si(CH3)3 
 
 






Esterificación de un ácido con un 
alcohol en presencia de catalizador. 
 
                                 H+  
R-COOH + R´-OH     R-COOR´ 
              BF3 
 
 






Inserción  de un grupo acilo en un 
alcohol  o amina. 
 
                          Piridina 
R-OH+ (CH3CO)2O           
R-O-CO-CH3 + CH3COOH 
                          Piridina 
R-NH2  + (CH3CO)2O     








la detección en el 
análisis 
Derivatización de 
muestras destinadas a 
confirmar abusos en 
drogas 
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 Las reacciones de oxidación que tiene lugar en aceites, grasas, o alimentos es 
compleja y origina un gran número de compuestos causando la pérdida de la calidad 
organoléptica y disminuyendo su valor nutritivo (Lee et al., 2004a; Naz et al, 2005). 
Debido a esto, se buscan formas eficaces para preservar los aceites y las grasas, así 
como métodos que permitan conocer el grado de oxidación del aceite.  





5.2.2.- Estimación de la estabilidad oxidativa 
 
 La estabilidad oxidativa  se define como la resistencia a la oxidación bajo 
condiciones establecidas (Guillén y Nerea, 2002; Velasco et al., 2004a). Se suele 
estimar mediante el uso de pruebas aceleradas, donde el suministro de oxígeno y las 
elevadas temperaturas empleadas, permiten una alteración más rápida (Guillén y Nerea 
2002; Lee et al., 2004b).   
 
El método Rancimat  permite estimar la estabilidad oxidativa mediante la 
determinación del  período de inducción (PI), que es el tiempo a partir del cual se 
empiezan a detectar cambios en la calidad del aceite debido al inicio de las reacciones 
de oxidación (Velasco et al., 2004a; Gonzaga y Celio, 2006).  Se produce la oxidación 
acelerada de la muestra y el registro constante de los cambios en la conductividad 
eléctrica del agua, que recoge los compuestos volátiles formados durante la reacción. La 
mayoría de los productos volátiles formados en la descomposición de hidroperóxidos 
corresponden al ácido fórmico (Moreno y Larrauri, 1998; Tian y Purnendo, 1999; 
Daniels et al., 2006). El método Rancimat permite obtener respuestas más precisas que  
los métodos tradicionales. Presenta como ventaja su automatismo, que hace que no se 
requiera mucha atención durante el transcurso de la prueba. El aparato consta de dos 
unidades interconectadas (Figura 14): la primera contiene el bloque calefactor, que 
permite establecer temperaturas de oxidación comprendidas entre 50 y 220ºC; la 
segunda es la celda de conductividad que controla los parámetros, procesa las señales e 
imprime el registro. 
                 
 
 
En cuanto al procedimiento, se pesa la muestra con exactitud en el recipiente de 
reacción. Posteriormente, se suministra calor y se pasa una corriente de aire seco que 






arrastra los compuestos volátiles, generados en la oxidación, hasta la celda de 
conductividad. Podemos distinguir dos fases en la termooxidación: fase de inducción,  
inicialmente la velocidad de reacción es baja y prácticamente no se forman compuestos 
de oxidación. Sin embargo, los cambios comienzan a ser detectados; fase de oxidación,  
en esta fase se incrementa la velocidad de reacción apareciendo mayor número de 
peróxidos y demás compuestos volátiles. El recipiente de absorción, donde se introduce 
el electrodo, contiene agua desionizada donde se recogen los compuestos volátiles que 
se desprenden del tubo de reacción. Cuando la temperatura del calefactor se estabiliza 
comienza la evaluación de la conductividad que se registra de forma continua frente al 
tiempo. El punto de inflexión de la curva de conductividad registrada (Figura 15) define 
el final del período de inducción del proceso de oxidación de la muestra y se expresa en 
horas (Moreno y Larrauri, 1998). 
 
                                  
 
 




 La Espectroscopía en el Infrarrojo Cercano (NIRS) fue desarrollada en 1939, 
pero no fue hasta 1954 cuando Kaye demostró su potencial con fines analíticos. 
Actualmente es una técnica precisa y reproducible para el análisis cualitativo y 
cuantitativo en la industria agroalimentaria, farmacéutica, química, en medicina, medio 
ambiente, etc. (Osborne et al., 1993; Williams, 2001; McLure, 2003; Batten 2004). 
 






 La técnica NIRS presenta las siguientes ventajas: 1) es una técnica no 
destructiva, de forma que la muestra objeto de análisis puede ser utilizada en ensayos 
posteriores; 2) es respetuosa con el medioambiente, ya que no es necesario emplear 
ningún tipo de reactivo; 3) requiere poca (secado y molienda) o ninguna preparación de 
las muestras; 4) posibilita analizar simultáneamente varios constituyentes para cada 
muestra; 5) es flexible, pues puede ser utilizada en productos muy diversos; 6) el coste 
operacional se reduce respecto a los métodos convencionales y, si bien el precio del 
instrumento es elevado, puede considerarse una inversión recuperable a corto o medio 
plazo; 7) es simple en cuanto a su uso (Obiols, 1997; Williams y Norris, 2001; Robert et 
al., 2004; Siesler et al., 2006). 
 
 Sin embargo, la técnica de NIRS presenta algunas dificultades. Uno de los 
problemas es el manejo de gran cantidad de datos espectrales obtenidos en una 
aplicación NIRS que a menudo son redundantes, debido a solapamientos de las bandas 
de absorbancia, lo que hace muy difícil la interpretación de los resultados. Para 
solucionar este problema, se ha recurrido al empleo de algoritmos matemáticos para el 
tratamiento de la información espectral (Kaffka y Gyamarti, 1995; Jouan-Rimbaud y 
Massart, 1996). Otra dificultad es la de ser un método secundario que necesita un 
método de referencia oficial para relacionar la información espectral con los parámetros 
cuantitativos y cualitativos de interés (Shenk et al., 1992; Shenk y Westerhaus 1995b; 
Weyer, 1995). No obstante son numerosas las aplicaciones de esta tecnología en el 




 La espectroscopía NIRS se basa en la absorción de radiación con longitud de 
onda entre 780 y 2500 nm. Estas absorciones se deben principalmente a movimientos de 
vibración o rotación, plegado, alargamiento o deformación de enlaces (Shenk y 
Westerhaus, 1995a; Miller, 2001) y dependen de las características físicas y/o químicas 
de la muestra a analizar (Burns y Ciurezak, 2008).  Las absorciones dan lugar a 
sobretonos y bandas de combinación de vibraciones fundamentales. Dichas bandas 
suelen solapar, son anchas y de poca intensidad (Workman y Burns, 2001). Los 
sobretonos se producen gracias a que las moléculas se comportan de acuerdo con el 




espaciados). La anarmonicidad produce transiciones entre estados de energía 
vibracionales discontinuos dando lugar a las bandas de primer y segundo sobretono. Las 
bandas de combinación se producen en moléculas poliatómicas donde dos o más modos 
de vibraciones interaccionan de forma simultánea (Figura 16). 
                           
 
 
Una banda de absorción tiene lugar cuando la frecuencia de vibración de NIRS 
coincide con la frecuencia de vibración de los enlaces de la molécula. Se produce una 
transferencia de energía en la cual la molécula experimenta un cambio en el momento 
dipolar y como consecuencia se absorbe radiación (Skoog, et al., 2009). La intensidad 
de las bandas de NIR depende del cambio en el momento dipolar y de la anarmonicidad 
del enlace. El átomo de hidrógeno es más ligero y por ello presenta las vibraciones más 
grandes y la mayor desviación del comportamiento armónico. Como consecuencia de 
esto, las principales bandas de NIR se deben a enlaces C-H, N-H, O-H y S-H. Por el 
contrario, las bandas para los enlaces como C=O, C-C y C-Cl son muchos más débiles e 
incluso ausentes (Figura 17). La formación de enlaces débiles que se da entre el H y 
átomos electronegativos, principalmente O y N, también afecta a la intensidad de las 
bandas. Dichos enlaces, denominados puentes de hidrógeno, afectan a las vibraciones 
asociadas al H y dichos átomos provocando desplazamientos de las bandas a mayores 
longitudes de onda que se observan como ensanchamientos de picos. Cuando se trata de 
moléculas homonucleares (H2, O2, N2, etc ), el momento dipolar no se altera durante la 
vibración o rotación y, en consecuencia, este tipo de moléculas no absorbe radiación el 
infrarrojo.  
 










 En productos tan complejos como un alimento, la asignación de bandas en la 
región NIR es muy compleja. La posición de la banda de absorción depende del 
ambiente químico y/o físico que rodea al enlace vibracional, es decir, factores como la 
temperatura, humedad, carácter cristalino o tamaño de las partículas que forman la 
muestra, influyen en el espectro obtenido. Las longitudes de onda utilizadas entre los 
780-2500 nm provocan que la absorción de luz sea menor que con otras regiones del 
infrarrojo.  Por ello, el coeficiente de absorción de la muestra es menor, siendo  
necesario utilizar pasos ópticos más amplios en la región de NIRS (Bertrand, 2001; 
















 Un equipo de NIR está formado por los siguientes elementos (Figura 18): 
                           
 
 
a) Fuente de radiación: debe ser continua en un gran intervalo, con gran intensidad que 
no debe variar con la longitud de onda (Skoog et al., 2009). Suele utilizarse una lámpara 
halógena de filamento de tungsteno con ventana de cuarzo que proporciona un espectro 
continuo entre 320-2500 nm. 
 
b) Selector de longitudes de onda: puede ser un selector de monocromador o selector de 
filtro. Podemos distinguir los sistemas dispersivos, que permiten la descomposición del 
haz incidente, siendo  las redes de difracción los elementos dispersantes  más utilizados; 
y sistemas no dispersivos que permiten el paso de ciertas longitudes de onda. Dentro de 
estos, las transformadas de Fourier presentan la ventaja de ofrecer un mayor 
rendimiento ya que no poseen ninguna rendija que atenúe la radiación. Como resultado, 
la potencia de la radiación que llega al detector es mayor que en el caso de un 
instrumento dispersor (Skoog et al., 2009). 
 
c) Compartimento de muestra: cuando interacciona la radiación de NIR sobre la 
muestra, parte de la luz incidente es absorbida estableciéndose una medida de 
absorbancia: A = log (Io/I). Siendo Io, la intensidad de la luz antes de entrar en la 
muestra; I, la intensidad de la luz tras pasar por la muestra. La absorbancia se expresa en 
medidas de reflectancia (R) y transmitancia (T): A = log (1/R) o A = log (1/T). En la 
Figura 19 y en la Tabla 15 se presentan los fenómenos que se producen como 






consecuencia de la interacción de la luz sobre la muestra y que permiten dichas 
medidas: 






La radiación penetra en la muestra y se refleja llegando al detector de 
reflectancia difusa 
(b)Transmitancia 
La radiación se trasmite a través de los espacios vacios entre las partículas de la 
muestra o interaccionando con ellas llegando al detector de transmitancia 
situado en el lado opuesto de la fuente 
(c)Efecto 
“scatter” 
La radiación se dispersa al interaccionar con las partículas de la muestra. Una 
porción de está vuelve a la superficie describiéndose como reflectancia difusa. 
Depende de las diferencias entre el índice de refracción de las partículas y el 
medio que lo rodea. 




d) Detector: la intensidad de la radiación, tras penetrar en la muestra, se mide en los 
detectores. El detector más utilizado es el de sulfuro de plomo (PbS), que posee una 
sensibilidad adecuada entre 900 y 2600 nm. Para medidas por transmisión en sólidos se 
utilizan detectores de  arseniuro de indio y galio (InGaAs) con sensibilidad entre 600-
1900 nm (Workman and Burns, 2001). Existen 4 modalidades de medidas: la modalidad 
de reflectancia se utiliza principalmente para muestras sólidas y semisólidas; la de 
transmitancia para muestras gaseosas, líquidas, semilíquidas y sólidas;  la modalidad de 
transflectancia, es una combinación de las dos anteriores, el haz de luz atraviesa la 
muestra y se refleja por una superficie reflectante en contacto con la muestra, 
posteriormente se recoge en el detector. Se utiliza para muestras líquidas y semilíquidas; 
en la modalidad de interactancia, se utiliza una fibra óptica en contacto con la 
superficie de la muestra para iluminar la muestra y detectar la radiación reflejada por la 
misma (Pérez-Marín et al., 2005). Con este tipo de análisis se elimina el proceso de 
rellenar cápsulas, recogiendo el espectro directamente sobre las muestras y 
transmitiéndolo al instrumento por fibras ópticas (Figura 20). 
Figura 19. Fenómenos producidos entre la radiación de NIR y la muestra que dan lugar a 
medidas de reflectancia y transmitancia. 
 
 
Tabla 15. Fenómenos producidos entre la radiación de NIR y la muestra que dan lugar a medidas de 











Los espectros de NIRS son complejos debido a los solapamientos de las bandas. 
La combinación de la espectroscopía de NIR con la aplicación de las técnicas 
quimiométricas  permite extraer la información significativa. Dichas técnicas utilizan 
algoritmos matemáticos para el análisis de datos  (Kaffka y Gyamarti, 1995; Jouan-




Son tratamientos matemáticos realizados para la información espectral, que 
permiten aumentar la relación señal/ruido de los espectros produciendo así un aumento 
de la señal correspondiente al analito de interés. En ocasiones, conviene utilizar más de 
un método de pretratamiento espectral para mejorar la calidad de los resultados. Sin 
embargo, las técnicas de procesado de la señal espectral eliminan parte de la 
información almacenada en la misma, por lo que es necesario estudiar qué estrategia es 
la más adecuada para nuestro conjunto de muestras. A continuación, se describen 











a) Corrección del ruido 
 
Los efectos no deseados presentes en las señales obtenidas en espectroscopía se 
denominan comúnmente ruidos. Pueden tener diferentes causas y afectar de forma 
diferente al espectro. Este ruido puede ser instrumental, si es debido a los componentes 
del instrumento, o ambiental, causado por variaciones de temperatura, humedad u otras 
condiciones ambientales durante el análisis espectral. Existen tres formas de corregirlo: 
1) Promediado de espectros: al promediar varias señales de una misma muestra 
disminuye la contribución del ruido, aumentando la relación señal/ruido; 2) Suavizado 
espectral: se aplican algoritmos matemáticos en caso de que el promediado de espectros 
no sea suficiente ya que la relación señal/ruido es pequeña. Estos algoritmos están 
basados en filtros de Savitsky-Golay y en transformadas de Fourier que aplicados al 
espectro reducen el ruido (Castro et al., 2012); 3) Corrección de la línea base: es un 
tipo de pretratamiento que intenta corregir determinadas tendencias en la línea base que 
aportan ruido a la señal. Un tipo de corrección es el ajuste de línea base o detrending 
que ajusta el espectro original a una función cuadrática. Posteriormente dicha función se 
sustrae y se elimina la curvatura ascendente a medida que aumenta la longitud de onda. 
De esta forma el conjunto de espectros corregidos tiene como media el valor 0 y una 
varianza diferente de 0. Se aplica a cada espectro individual, por lo tanto no depende de 




 Se usa fundamentalmente con tres propósitos: discriminación espectral, 
acentuando pequeñas diferencias entre espectros prácticamente iguales; aumento de la 
resolución espectral en caso de bandas solapadas; y facilitar el análisis 
multicomponente. La primera derivada elimina los desplazamientos de la línea base, 
mientras que la segunda corrige las desviaciones causadas por los términos que varían 
linealmente con la longitud de onda (Castro et al., 2012). La aplicación de derivadas 
permite un aumento de la resolución de las bandas, pero por el contrario aumenta el 
ruido. Para efectuar el cálculo de la derivación los métodos más utilizados son el de la 






c) Corrección del efecto multiplicativo de la dispersión (MSC, Multiplicative 
Scatter Correction) y variable normal estándar (SNV, Standard Normal Variable) 
 
La MSC tiene como finalidad corregir desplazamientos espectrales debidos al 
diferente tamaño de partículas de muestras. Este algoritmo se propuso para reducir los 
efectos de la radiación dispersa incrementando la relación entre la señal y el parámetro 
de interés. Por lo tanto  mejoran la linealidad entre los datos espectrales y los de 
referencia dando lugar a una mejor distribución de las muestras. Es  un método muy 
utilizado en NIRS, ya que este efecto se presenta en medidas en reflectancia (Bertrand y 
Dufour, 2000). Para aplicar MSC, se realiza una regresión por mínimos cuadrados entre 
cada espectro individual y el espectro medio del conjunto y, posteriormente, se utilizan 
coeficientes de regresión para calcular el espectro corregido con MSC. Hay que tener en 
cuenta que este tratamiento utiliza todas las muestras, por lo que si se detecta y elimina 
alguna muestra anómala, hay que recalcular MSC con el nuevo colectivo (Martens y 
Martens, 2001). 
 
 SNV se utiliza también para corregir los efectos de tamaño de partícula. A 
diferencia de MSC, SNV se aplica individualmente a cada espectro, sin depender de 
ningún espectro de referencia. A cada uno de los valores de absorbancia,  para cada 
longitud de onda,  se le resta el valor medio de absorbancia del espectro. El resultado se 
divide por la desviación estándar del espectro. Se ha demostrado que existe una relación 
lineal entre MSC y SNV, por lo que aplicados correctamente proporcionan resultados 
equivalentes  (Miller y Miller, 2002). 
 
5.3.4.2.-Reducción de variables-PCA (Principal Component Analysis) 
 
Se fundamenta en la reducción del gran volumen de información que 
proporcionan los datos espectroscópicos a la vez que elimina la correlación espectral sin 
pérdida relevante información y así poder observar las tendencias en las muestras 
(Brereton, 2003). Si se considera una matriz X de datos del espectro, cada fila 
corresponde a una muestra (espectro) y cada columna a un valor de absorbancia  para 
cada espectro a una longitud de onda diferente (Figura 21). La dimensión de la matriz 
será el número de valores totales de absorbancia.  




               
 
 
El objetivo del PCA es reducir la dimensión de la matriz X manteniendo intacta 
la información relevante del sistema. Esto se consigue hallando las direcciones que 
expliquen la máxima variabilidad (Figura 22) de las muestras y utilizarlas como nuevos 
ejes de coordenadas, llamados componentes principales (Miller y Miller, 2002). Cada 
componente principal contiene información de diferente relevancia, las primeras 
describen la fuente de variación más importante de datos. 




La matriz X se descompone en dos componentes: X = TP
t
 + E. Donde  T,  
matriz de scores que representan las coordenadas de cada punto en el nuevo espacio 
definido por los PCs; P,  matriz de loadings  que representa a los cosenos de los ángulos 
formados entre ejes originales y los ejes PCs; E,  matriz residual. La representación 
completa de la matriz X implica k vectores de loadings y scores, pero como al hacer la 
descomposición se reduce la dimensionalidad del sistema, la matriz X tiene a vectores 





t+  … TaPa
t
 + E.          
El subíndice es el número de componentes principales seleccionado (Castro et al., 





Figura 22. Representación gráfica de la reducción de la dimensionalidad llevada a cabo 
por un PCA desde un sistema de 3 variables a uno de dos componentes principales. 
 







 Uno de los aspectos críticos en la creación de cualquier modelo predictivo es la 
detección de muestras anómalas ya que pueden influir mucho en los resultados 
predictivos del modelo (Wise et al., 2006). Una muestra anómala (outlier) no es 
sinónimo de una “mala muestra”, sino de una muestra diferente al resto que no sigue la 
distribución de la población. Para evaluar la presencia de muestras anómalas en cuanto a 
su composición química se emplea el estadístico T, similar a una t de Student que 
compara, para cada muestra, el valor del constituyente obtenido mediante el método de 
referencia (yi) y el valor predicho por la ecuación de calibración (y´i). El cálculo de 
dicho estadístico se lleva a cabo a través de la fórmula que aparece en la tabla 17. Se 
consideran muestras anómalas en cuanto a su composición química, aquellas que 
presentan valores del estadístico T superiores a 2,5 (Mark y Workman, 1991).  
 
5.3.4.4.-Técnicas quimiométricas en análisis cuantitativo NIRS 
 
 Cuando se manejan datos espectroscópicos, tradicionalmente se asume que se 
puede aplicar la ley de Lambert-Beer (Mauri et al., 2010), la cual establece que los 
valores de absorbancia están relacionados linealmente con las concentraciones de los 
constituyentes de interés para cada muestra. Por ello, la mayoría de las técnicas 
matemáticas aplicadas para el desarrollo de calibraciones se basan en métodos lineales 
de ajuste. A través del modelo directo (modelo clásico que utilizamos aplicando la ley 
de Lambert, en la que la absorbancia es función de la concentración) se obtiene el 
modelo inverso donde la concentración es función de la absorbancia (Figura 23). En el 
análisis cuantitativo podemos distinguir dos grupos de métodos de análisis: 1) métodos 
con variables originales; 2) métodos con reducción de variables. Dicho métodos se 








5.3.4.4.1.-Estrategias y selección de muestras de calibración 
 
La calibración se puede definir como el proceso de obtención de un modelo 
espectro-químico, que relaciona la información espectral de las muestras con los valores 
proporcionados por el método de referencia definiendo el tratamiento matemático de los 
datos, el segmento del espectro y el método de regresión a emplear. Los diferentes 
tratamientos matemáticos y las técnicas de regresión aplicadas permiten obtener 
distintas ecuaciones de predicción para cada una de las variables analizadas, siendo 
necesario realizar su evaluación (Shenk y Westerhaus, 1996; Mauri et al., 2010). 
 
La estrategia para la selección de muestras en el proceso de calibración depende del 
tipo de población de muestras a analizar (Shenk y Westerhaus, 1991): 1) población 
cerrada, el proceso de análisis se lleva a cabo sin contemplar la posibilidad de futuros 
análisis. En primer lugar, se obtienen los espectros de todas las muestras y se 
seleccionan los espectros de las muestras con mayor variabilidad. Este grupo de 
muestras se analizan por métodos de referencia para los componentes que se quieran 
calibrar. Las calibraciones obtenidas se validan y se emplean para estimar la 
composición del grupo de muestras respectos a los componentes considerados; 2) 
población abierta, el proceso de análisis se lleva a cabo de forma continua. En el 
proceso de selección de muestras tenemos que tener en cuenta tres conceptos (Shenk y 
Westerhaus, 1993): librería de espectros, calibración global, calibración local. En primer 
Figura 23. Espectros de infrarrojos de distintas muestras a k longitudes de onda y obtención de 





lugar, se procede a la obtención de espectros de todas las muestras y selección de 
aquellos con mayor variabilidad. Se prosigue con el análisis mediante métodos de 
referencia y con dichas muestras se conforma una librería de espectros. A diferencia del 
primer caso, esta calibración no es definitiva, sino que se van incluyendo nuevas 
muestras en la librería cuyos espectros difieren de los espectros de las todas las muestras 
de la librería. Cuando en la librería haya un número suficiente de muestras, se desarrolla 
una calibración para cada componente. En el análisis de una nueva muestra se puede 
llevar a cabo mediante calibración global o local. Las calibraciones desarrolladas con 
todas las muestras de la librería se denominan calibraciones globales. Si se seleccionan 
los espectros de un grupo de muestras de la librería próximas a la muestra analizar, se 
desarrolla una calibración local. La primera calibración da una composición muy fiable 
de la nueva muestra. La segunda, en caso de que este bien definida, da mayor exactitud 
en la estimación. 
 
Una vez que se analizan todas las muestras por NIRS, la selección de un grupo 
representativo de ellas, para desarrollar y validar las ecuaciones de calibración para los 
principales componente de calidad, se realiza en base a la variabilidad espectral de las 
muestras mediante el empleo de los siguientes algoritmos: 1) CENTER, tiene como 
finalidad reducir la dimensionalidad del grupo de calibración para, posteriormente, 
evaluar la presencia de muestras anómalas mediante el cálculo de la distancia H 
estandarizada, variante de la distancia de Mahalanobis, existente entre espectros en un 
espacio vectorial de n componentes principales (definidas de un análisis de 
componentes principales de las variables originales, es decir, de los datos espectrales). 
Se calcula la distancia de cada muestra al centro de la población en dicho espacio. Las 
muestras con mayores diferencias se apartan y no se emplean en el segundo algoritmo; 
2) SELECT, realiza el mismo tratamiento matemático de la información espectral que el 
algoritmo anterior, pero en lugar de calcular la distancia de cada muestra al centro de 
población determina la distancia existente entre pares de muestras. A partir de estas 
distancias se selecciona un grupo de muestras que representa la variabilidad espectral de 
la población (Shenk y Westerhaus, 1991).  
 
Tanto las muestras excluidas por el algoritmo CENTER, como las seleccionadas 
con el algoritmo SELECT, pueden ser analizadas en el laboratorio para distintos 




y 18, se muestran los estadísticos más empleados en la evaluación y elección de la 




Una vez obtenida la ecuación de calibración, se realiza una validación externa de 
la misma. Con esta ecuación, se estima la composición de un grupo de muestras no 
incluidas en el grupo de calibración que son analizadas por el método de referencia en 
condiciones idénticas a aquellas. La comparación estadística entre los valores obtenidos 
por el método de referencia y los valores estimados mediante la ecuación de calibración 
determina la fiabilidad y exactitud en la estimación de esta ecuación. Los estadísticos 
recomendados para evaluar la validación externa de una calibración NIRS son los que 
se muestran en la Tabla 19. 
 
El sistema de control del proceso de validación externa asume las siguientes 
bases: 1) la calibración evaluada ha de tener al menos, 100 muestras; 2) el grupo de 
validación ha de tener como mínimo 9 muestras; 3) se establece el siguiente límite de 
control para el sesgo: LC sesgo = 0,6 * SEC; 4) al mismo tiempo, se establece un límite 
para SEP(C) :  LC SEP(C) = 1,3 * SEC; 5) la pendiente de regresión entre los valores 
predichos y los valores del método de referencia, debería estar comprendida entre 0,9 y 
1,0; 6) la diferencia entre la media de los valores predichos y los valores del método de 
referencia no debe ser mayor del 20%; 7) el coeficiente de determinación (R
2
) entre los 
valores predichos y los del método de referencia debe ser mayor de 0,6; 8) la distancia 
H de las muestras del colectivo de validación debe ser inferior al valor límite 3 (Shenk y 
Westerhaus, 1996). 
 
5.3.4.4.3.-Métodos con variables originales 
 
 El más utilizado es la regresión lineal múltiple (MLR, Multiple Linear 
Regression) que utiliza un número máximo de longitudes de onda del espectro sin llevar 
a cabo una simplificación de las variables (Cámara y Pérez Conde, 2010). Si los 
espectros de la figura 23 corresponden a m muestras con k longitudes de onda, se 
obtiene un sistema de m ecuaciones con k+1 incógnitas (Figura 24). Teniendo k+1 




método presenta dos inconvenientes: si tenemos espectros con muchas longitudes de 
onda necesitamos muchas muestras de calibración; si las variables “a” están muy 
correlacionadas entre sí (como sucede con los datos espectroscópicos), los coeficientes 
tienen una incertidumbre elevada. Esto imposibilita la interpretación de los coeficientes 
e incrementa la incertidumbre en las predicciones. 
 




Para evitar esto se realiza una selección de un número máximo de longitudes de 
onda mediante un test F, el cual informa de aquellas que están más correlacionadas con 
los valores de referencia. Una vez que una longitud de onda concreta ha sido 
seleccionada e incluida en el modelo, esta es evaluada de nuevo junto al resto de 
longitudes de onda del espectro (Hruschka, 1987). El proceso se repite hasta que las 
longitudes de onda, que se añaden al modelo, muestren escasa o nula mejoría en la 
exactitud de la ecuación de calibración generada, tratando de evitar el fenómeno de 
sobreajuste (Martens y Naes, 1991). Esta escasa o nula mejora ocurrirá cuando el valor 
F estimado sea inferior al valor F límite considerado. Dicho fenómeno de sobreajuste se 
explica en el apartado c del siguiente epígrafe. 
 
5.3.4.4.4.-Métodos con reducción de variables 
 
 En este tipo de métodos, se realiza una reducción de variables antes de realizar el 
cálculo de regresión. El modo más habitual de reducción de variables es un cálculo 
basado en un análisis en componentes principales (PCA), o bien en una variación de 
éste. A continuación se describen los métodos utilizados. 
 
 
Figura 24. Sistema de m ecuaciones con k+1 incógnitas que se resuelve mediante mínimos 





a) Regresión por Componentes Principales (PCR, Principal Component Regression) 
 
Se trata de un caso particular de Regresión Lineal Múltiple (MLR) en el cual se 
utilizan los scores obtenidos de un PCA como variables independientes. Los pasos se 
describen en la Tabla 16. El inconveniente de este método es que la PCR sólo utiliza la 
información espectral para calcular las nuevas variables, por lo que éstas son las que 
mejor representan la matriz de datos X, lo que no quiere decir que sean las más 
apropiadas para estimar los parámetros de la matriz Y (Massart et al., 1998). 
 
Pasos Ecuaciones 
Descomponer matriz de espectros en componentes principales y 
representar por su matriz de scores 
X = TP
t
 + E        (1) 
T = XP                (2) 
Establecer la relación entre la matriz de los datos a determinar 
en función de una matriz de regresores B 
Y = TB + E         (3) 
Calcular la matriz de regresores B por mínimos cuadrados a 
partir de los valores de Y del conjunto de calibración 






 Y  (4) 
Realizar predicción con un conjunto de nuevas muestras              T* = X*P              (5) 
Calcular la matriz de la propiedad a determinar              Y = T*B               (6) 
Fuente: Coello y Maspoch (2007) 
 
 
b) Regresión por mínimos cuadrados parciales (PLS, Parcial Least Square 
Regression) 
 
 Es un procedimiento similar a PCR en el cual no sólo se tiene en cuenta los 
valores espectrales (como ocurre con el PCR), sino  también los valores de referencia 
(Shenk y Westerhaus, 1995a). 
 
c) Regresión por mínimos cuadrados parciales modificados (MPLS, Modified 
Parcial Least Square Regression) 
 
 Es un método de regresión más estable y preciso que el algoritmo PLS 
(Naidenova et al., 1995; Shenk y Westerhaus, 1995a) ya que es una variante en el que 
los residuos obtenidos para cada longitud de onda son estandarizados, es decir, los 
residuos NIRS, a cada longitud de onda se dividen por la desviación estándar de los 





residuos a esa longitud de onda, antes de calcular el siguiente factor. En una calibración 
multivariante realizada mediante MPLS se corre el riesgo de crear un modelo 
matemático  de gran ajuste para el grupo de muestras de calibración pero ineficaz para 
estimar la composición de muestras externas a dicho grupo, lo que se conoce como 
sobreajuste (overfitting) (Martens y Naes, 1991). Para evitar esto, se realiza una 
validación cruzada durante el proceso de calibración (Shenk y Westerhaus, 1995a; 
Williams, 2001). Para ello, se reservan algunas muestras del grupo de calibración y se 
calibra con las restantes. Las muestras reservadas se emplean para validar la ecuación de 
calibración obtenida. Este proceso se repite varias veces con distintos grupos de 
muestras reservadas. Con esto, se determina el número óptimo de factores que deben 
emplearse para evitar el sobreajuste. Como estadístico se utiliza el error estándar de 
validación cruzada (SECV) cuya fórmula se muestra en la Tabla 17. Determinado dicho 
























Est. Descripción Ecuación 
SEC 
Error estándar de calibración. Es el error 
típico de los residuales para el grupo de calibración. 
         
yi = valor de referencia 
y´i = valor estimado por NIRS 
N = número de muestras del grupo de calibración. 
p = términos de regresión 
T 
Estadístico para evaluar presencia de 
muestras anómalas. Explicado en el apartado 
5.3.4.5.2 
       
        
 
SECV 
Error estándar en la validación cruzada. 
Es el  error típico de los residuales para el grupo de 
validación cruzada. Se emplea como una estimación del 
error estándar de predicción SEP. 
     
N = número de muestras empleadas como grupo de 






Coeficientes de determinación. Muestran el 
porcentaje de variabilidad existente en las 
concentraciones, modeladas por la ecuación de 
regresión. Se emplea tanto en el proceso de calibración 
(R
2
) como en el proceso de validación cruzada (r
2
). 
               
       
 
SCreg = suma de cuadrados de regresión. 
SCtot = suma de cuadrados totales 
SCres = suma de cuadrados de los residuales 
1-VR 
Varianza del componente de la calidad en 
los grupos de muestras reservados 
durante la validación cruzada. Se calcula 
durante la validación cruzada y se explica con las 
ecuaciones de calibración desarrolladas en este proceso. 
En la práctica se emplea como una estimación de r
2
. 






















Est. Descripción Ecuación 
ETL 
Error típico del método de referencia. 
Representa el error típico de muestras analizadas por 
duplicado mediante el método de referencia. 
             
y1 e y2 = valores obtenidos del constituyente a calibrar 
para una determinada muestra. 




Valor predictivo residual. Relaciona la 
desviación típica de los valores de referencia para el 
grupo de validación y el error típico de validación 
cruzada. Valores altos de RPD indican predicciones de 
NIRS eficientes. 
                       
RER 
Rango  de error de relación. Muestra la 
relación entre el intervalo de composición de los datos 
para el grupo de calibración. Su valor debe ser mayor 
de 10 para asegurar una adecuada capacidad predictiva 
de la ecuación. 
   
CV 
Coeficiente de variación. Es el cociente entre el 
SECV y el valor medio de los datos de referencia para 
un constituyente determinado, para el grupo de 
validación cruzada. Lo deseable es que su valor sea 
bajo. 
                         




Est. Descripción Ecuación 
SEP 
Error estándar en la predicción. Es 
el  error típico de los residuales para el grupo 
de  validación externa. 
                 
N = número de muestras empleadas como grupo de predicción. 
 
Sesgo 
Diferencia media entre los 
residuales. También se conoce como 
“bias”. 
                
N = número de muestras del grupo de calibración. 
SEP(C) 
Error estándar de predicción 
corregido por el sesgo. 
        




Tabla 18.  Estadísticos empleados en la evaluación y elección de la ecuación de calibración. 
 
Tabla 19. Estadísticos recomendados para  la evaluación de la validación externa de una calibración   





5.3.4.5.-Técnicas quimiométricas en análisis cualitativo NIRS 
  
El objetivo del análisis cualitativo en NIRS es el desarrollo de modelos de 
clasificación de muestras en base a sus características espectrales, agrupando las 
muestras con espectros similares y separando las muestras con espectros distintos 
(Cozzolino et al., 2003; Le Moigne et al., 2008; Liu et al., 2008). Las técnicas 
quimiométricas utilizadas en análisis cualitativo se conocen como Métodos de 
reconocimiento de pautas (PRM, Pattern Recognittion Methods) y son un conjunto de 
herramientas que permiten establecer agrupaciones de muestras en función de sus 
características comunes. Se denomina colectivo de aprendizaje a la clasificación de los 
distintos tipos de muestras en diferentes clases. Los métodos  de reconocimiento de 
pautas se clasifican en  métodos supervisados y no supervisados. 
 
En los métodos no supervisados, no se conoce a priori a que clase pertenece la 
muestra y el objetivo es identificar tendencias dentro de los colectivos de aprendizaje y 
construir subgrupos en base a ellas (Naes et al., 2007). Según Pérez-Marín et al. (2005) 
dentro de este tipo de procedimientos el más común es el análisis de conglomerados o 
“clúster”, en la cual los perfiles de las muestras que son similares entre si van a un 
grupo (cohesión interna del grupo) y los perfiles de las muestras diferentes van a otros 
grupos (aislamiento externo del grupo). En los métodos supervisados, se conoce a priori 
a que clase pertenece la muestra. Los pasos a seguir en este tipo de métodos son los 
siguientes (Pérez-Marín et al., 2005): 1) selección del colectivo de aprendizaje; 2) 
selección de variables de discriminación; 3) obtención del modelo mediante aplicación 
del algoritmo; 4) validación de los modelos de clasificación. Existen numerosos 
procedimientos para el análisis de métodos supervisados. En principio se puede hacer 
una primera distinción entre los orientados a la discriminación,  que dividen el espacio 
en tantas regiones como clases se hayan definido en el colectivo de aprendizaje 
clasificando todas las muestras en sus respectivas clases;  y los dirigidos al modelado de 
clase, que clasifican las muestras en una clase, en varias o no la clasifican (Vandeginste 










 Dentro de los métodos supervisados orientados a la discriminación distinguimos 
el análisis discriminante. Dicho análisis utiliza tres algoritmos diferentes, que son el 
análisis discriminate canónico, discriminante lineal y discriminante cuadrático (SAS, 
1990).  
 
El análisis discriminante canónico se emplea como técnica de reducción de la 
dimensionalidad, similar a un análisis de componentes principales ya que se generan 
variables canónicas que son combinación lineal de las variables originales. Con esto, se 
minimiza la variabilidad de las muestras de una misma categoría y se maximiza la 
variabilidad entre grupos. En dicho análisis no es posible asignar muestras a la clase 
correspondiente, sólo tiene carácter exploratorio. Mediante el empleo del análisis 
discriminante lineal o cuadrático, se desarrolla una función discriminante para la 
discriminación de las muestras en diferentes clases y la posterior clasificación de las 
muestras ajenas al desarrollo del modelo. Esta función discriminante se obtiene de dos 
formas: 1) a partir de una única matriz de covarianzas que es la media ponderada de 
todas las clases, dando lugar a una función lineal. En este caso, se realiza el análisis 
discriminante lineal; 2) a partir de matrices de covarianzas de diferentes clases dando 
lugar a una función cuadrática. Por ello, se realiza el análisis discriminante cuadrático. 
Un paso previo al análisis discriminante es la realización de un test de homogeneidad 
para estimar la similitud de las matrices de covarianzas entre las diferentes clases y con 
ello estimar el tipo de análisis que se debe emplear: lineal o cuadrático. El test de 
homogeneidad depende del número de clases y de variables. Si en el test se obtiene un 
valor no significativo, se ha de emplear la matriz de covarianzas media ponderada para 
el cálculo de la función discriminante lineal. Por el contrario, si el valor es significativo, 
se han de emplear matrices individuales de cada clase, obteniéndose una función 
discriminante cuadrática (Morrison, 1976). El criterio para asignar una muestra a un 
grupo se expresa como la distancia de Mahalanobis de una muestra a cada uno de los 
grupos. Por tanto, la muestra pertenecerá al grupo en el cual el valor de su distancia sea 
menor. La distancia de Mahalanobis se calcula a partir de la matriz media ponderada o a 
partir de las matrices individuales de cada clase dependiendo si el análisis discriminante 
es lineal o cuadrático. A partir de estas distancias, es posible definir el porcentaje de 




de modelos de clasificación generados se emplea la validación cruzada completa, donde 
cada una de las “i” muestras es clasificada mediante un modelo generado a partir de las 
“n-i” muestras restantes, repitiéndose tantas etapas de validación cruzada como 
muestras posea el colectivo de clasificación. Como estadístico, se emplea el error de 
clasificación que es el porcentaje de muestras clasificadas incorrectamente frente al 
número total de muestras del colectivo de aprendizaje. Se considera como número 
óptimo de componentes principales el de menor error de clasificación estimado 
mediante validación cruzada. 
 
5.3.4.5.2.-Análisis SIMCA (SIMCA, Soft Independent Modelling of Class Analogy) 
 
 Uno de los métodos supervisados dirigidos al modelado de clase es el análisis 
SIMCA, en el cual cada clase se modela por separado mediante un análisis de 
componentes principales. El modelo independiente, obtenido para cada clase, es 
definido en base a dos distancias: 1) distancia de las muestras al centro del modelo, que 
aporta información que queda explicada por el modelo cuando una muestra se proyecta 
sobre las componentes principales. Dicha distancia se denomina estadístico Leverage; 
2) distancia de la muestra al modelo, que aporta información que no puede ser explicada 
por el modelo (varianza residual). Dicha distancia se denomina estadístico S. Las 
condiciones para que una muestra sea clasificada como perteneciente a una determinada 
clase son que tanto su distancia leverage como su distancia S, sean inferiores a los 
valores máximos de ambos estadísticos en cada clase (Martens y Naes, 1991; Esbensen 
et al., 1994). En dicho análisis, una muestra puede ser clasificada en una clase, en 
varias, o no pertenecer a ninguna. Los estadísticos empleados son: 1) falsos negativos, 
que es el número de muestras que, perteneciendo a una clase, no han sido asignadas a 
dicha clase por su correspondiente modelo; 2) falsos positivos, que es el número de 
muestras que, aunque no pertenecen a una clase, se reconocen como tales por el modelo 
de dicha clase. Mientras menor sea el valor de ambos estadísticos menor error 








5.3.4.5.3.-Análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales (DPLS, 
Discriminat Parcial Least Square) 
 
Es Otro método supervisado dirigido al modelado de clase. Mediante este 
método se generan nuevas variables discriminatorias de pertenencia o no a un 
determinado grupo (Vigneau et al., 2000; Naes et al., 2007; Kramer et al., 2004). Se 
generan tantas variables discriminatorias como clases existan en el colectivo de 
aprendizaje. Dichas variables presentan valores entre 1 ó 2 según pertenezca una 
muestra a la clase o no. Se ha considerado un valor de 1,5 como límite de tal forma que 
si la muestra presenta un valor inferior a 1,5, para una variable discriminatoria, no 
pertenecería a dicha clase. Por el contrario, si el valor es superior a 1,5 la muestra sería 
clasificada dentro de la clase correspondiente. Una muestra puede estar clasificada en 
más de una clase, al presentar valores superiores a 1,5 en varias variables 
discriminatorias al mismo tiempo ya que cada clase genera una variable discriminatoria 
independiente (Naes et al. 2007; Heise y Winzen, 2004; Kramer et al., 2004).  El 
resultado obtenido es una ecuación de regresión de mínimos cuadrados DPLS que 
permite estimar el grupo al cual pertenecen las muestras que no han sido incluidas en el 
desarrollo del modelo. Existen dos posibilidades de regresión: 1) PLS1, cuando el 
modelo va a ser empleado para diferenciar dos clases. En este caso, se realiza una 
regresión sobre un único constituyente (la clase) variando los valores que toma entre 1 y 
2, según pertenezca o no a la clase; 2) PLS2, la regresión tiene lugar sobre varios 
constituyentes. Se define una matriz cuyas columnas van a estar formadas por tantas 
variables discriminatorias como clases haya y sus valores serán igualmente 1 y 2 
(Vandeginste et al., 1998; Naes et al., 2007; Heise y Winzen, 2004). Para calcular el 
número óptimo de factores de regresión, se utiliza la validación cruzada en la cual se 
seleccionan diferentes colectivos de modelado y validación del total del colectivo de 
aprendizaje, realizando con cada selección una simulación del algoritmo de regresión 
discriminante. Cada simulación desarrolla ecuaciones con un número máximo de 
términos  recomendados. Finalmente, se selecciona la ecuación con el mínimo error 
estándar de validación cruzada. Dado que dicho análisis es de modelado, una misma 
muestra podría estar clasificada en una, en varias o en ninguna de las clases. Por ello, se 
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Con el objetivo del desarrollo y puesta a punto de nuevos métodos de análisis aplicables 
a componentes de calidad del aceite en distintas  semillas oleaginosas, en esta tesis se 
han alcanzado las siguientes conclusiones: 
 
1.- Se ha desarrollado y validado un método para el análisis de  fitoesteroles  en 
muestras pequeñas de semillas de girasol, adaptando previos métodos publicados. 
1.1 Los resultados de este estudio demuestran que el análisis del contenido y 
composición de fitoesteroles puede llevarse a cabo en pequeñas muestras de 
semillas lo que facilita la selección en programas de mejora genética para este 
carácter. 
1.2 La comparación de este método con el método estándar, utilizando la extracción 
previa del aceite, muestra una alta correlación (r = 0,85) entre ambos métodos.  
1.3 La aplicación del método desarrollado a una colección de 87 líneas puras de 
girasol ha puesto de manifiesto una gran variación del contenido de fitoesteroles, 
de 1426 a 4710 mg/kg en la semilla y 2855 a 9752 mg/kg en el aceite, que es 
mayor que la observada en otros estudios.  
 
2.- Se ha puesto a punto un método basado en la utilización de Espectroscopía Infrarroja 
Cercana (Near Infrared Spectroscopy, NIRS)  y Análisis Discriminante Lineal  (Linear 
Discriminant Analysis, LDA) para la discriminación entre semillas con alto contenido 
en oleico de semillas con alto contenido en ricinoleico.  
2.1 Se ha demostrado que esta técnica constituye un medio efectivo, rápido y no 
destructivo para la discriminación de semillas de ricino con alto contenido en 
ácido oleico y semillas con alto contenido en ácido ricinoleico. 
2.2 La discriminación por NIRS de ambos tipos de semillas está basada 
principalmente en regiones espectrales entre 1400 y 1914 nm asociadas con la 






3.- Se ha demostrado que la técnica NIRS también puede ser utilizada con precisión 
para el análisis de contenido de aceite y la concentración de los  ácidos oleico y 
linoleico en muestras de harina de almendras.  
3.1 La discriminación por NIRS de estos caracteres en la almendra está basada 
principalmente en regiones espectrales entre 2240 y 2380 nm. 
3.2 La precisión para el análisis de la contenido concentración de los ácidos 
saturados, palmítico  y esteárico, fue baja posiblemente por la escasa variación 
existente para esto ácidos grasos en el germoplasma de almendra. 
 
4.- Se han evaluado las características funcionales de un nuevo aceite de cártamo con 
alto contenido en ácido oleico y  γ-tocoferol  
4.1 Este nuevo aceite presentó una mayor estabilidad oxidativa que el aceite alto 
oleico convencional, con alto contenido en α-tocoferol. 
4.2 El análisis de la termoestabilidad del aceite de cártamo extraído mediante 
presión, evaluada mediante el método de Rancimat fue inferior que para los 
aceites extraídos con disolvente. En particular, se obtuvieron valores de 38.0 h 
en el caso del aceite con alto contenido en ácido oleico y α-tocoferol,  frente a 
66,4 h en el caso del aceite con alto contenido en ácido oleico y γ-tocoferol. Para 
los aceites extraídos con disolvente, estos valores fueron de 32.0 h y 121.0 h 
respectivamente 
4.3  Estos resultados demuestran que el nuevo aceite de cártamo, con alto contenido 
en ácido oleico y  gamma tocoferol es muy adecuado para diversas aplicaciones 
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